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Resumen

Con el fin de brindar una vision integral y sistémica de los diferentes componentes
y procesos de las células eucariontes implicados en la biogénesis de las proteinas
de secrecidn, en este trabajo se realizd una investigaciéon documental que pretende
servir como documento de apoyo para la ensefianza de la Biologia en el Bachillerato
Universitario (particularmente en el Colegio de Ciencias y Humanidades). En este
texto se hace un recorrido por los procesos de biogénesis de las proteinas de
secrecion, los cuales inician con la transcripcion de los genes que codifican para
proteinas en el nucleo celular, dando como producto moléculas de RNA pre-
mensajero (pre-mRNA), que sufren procesos de maduracion antes de abandonar
el nicleo celular a través de los complejos de poro nuclear, iniciando posteriormente
su traduccion en el citosol y deteniéndose una vez sintetizado su péptido sefial, el
cual interviene en su direccionamiento junto con la maquinaria traduccional hacia el
reticulo endoplasmico, para que después la cadena peptidica en formacion sea
translocada hacia el lumen del reticulo, donde sufre procesos de maduracion
guimica como son la N-glicosilacién y el correcto plegamiento de la proteina, para
continuar su camino mediante transporte vesicular hacia el Aparato de Golgi, en el
gue sigue sufriendo modificaciones quimicas y posteriormente se direcciona hacia
su destino final. Para proporcionar un ejemplo concreto de la biogenésis de una
proteina de secrecion en humanos, que pueda servir para la ensefianza y
aprendizaje de esta tematica en el bachillerato, al despertar el interés de los
alumnos, se indago también la ruta de secrecién de la insulina.

Palabras clave: proteinas de secrecidn, flujo de informacién genética, ruta secretora, insulina,
ensefanza a nivel bachillerato.



1. Introduccién

Las proteinas son biomoléculas con una gran variedad de estructuras y funciones
tanto dentro, como fuera de las células, siendo esenciales para la vida. Constituyen
la mayor parte del peso seco de las células, en un 55%, mientras que el acido
ribonucleico (RNA), constituye alrededor del 25% (Milo & Phillips, 2012; Schonheit,
Buckel & Martin, 2016), por ejemplo, una célula animal contiene alrededor de 10 mil
millones de moléculas de proteinas de unos 10,000 tipos distintos (Alberts, et al.,
2008). En los sistemas vivos, las proteinas cumplen una amplia variedad de
funciones. Por ejemplo, las proteinas catalizan casi todas las reacciones
bioquimicas que ocurren en la célula (Alberts et al., 2015); como proteinas
estructurales brindan soporte mecanico, tanto dentro y fuera de la célula; como
hormonas, factores de crecimiento y activadores génicos realizan una gran cantidad
de funciones reguladoras; como receptores de membrana y transportadoras,
determinan ante qué estimulos reacciona una célula y qué tipos de sustancias
entran y salen de ella; como filamentos contractiles y motores moleculares, permiten
los movimientos bioldgicos, ademas de presentar funciones adicionales como

anticuerpos, toxinas o fuente de bioluminiscencia (Karp, 2014).

Las proteinas son los productos finales de la expresiéon de los genes que las
codifican. Estos genes, contienen el cédigo para la formacion de una estructura
proteica Unica. Cada proteina se ensambla con una secuencia de aminoécidos
particular, que forma diferentes tipos de uniones, plegandose y dando lugar a una

estructura tridimensional especifica.

En las células, las proteinas de cloroplastos y mitocondrias, asi como las proteinas
nucleares y citosolicas, se sintetizan en ribosomas libres en el citosol donde
adquieren su conformacién funcional. Por el contrario, las proteinas de lisosomas,
proteinas integrales de la membrana plasmatica y proteinas extracelulares, siguen
la via secretora que es responsable de la sintesis, plegamiento y la entrega de estas

proteinas a sus destinos celulares o extracelulares.



El analisis del genoma humano sefiala que aproximadamente un tercio de todos los

marcos de lectura que codifican para proteinas, entran a la ruta secretora, la cual

inicia en el reticulo endoplasmico. Lo anterior, demuestra la importancia de las

proteinas de secrecién (Braakman & Bulleid, 2011). En la figura 1 se resumen los

diferentes tipos de proteinas de secrecién asi como ejemplos de los mismos.

/ Y

Proteinas de secrecidn

/

Intracelulares

[

Extracelulares

-

AN

Integrales de la Integrales de la Integrales de la

membrana membrana del membrana del Lisosomales de la Matriz Reguladoras

plasmatica Reticulo Aparato de Extracelular

endopldsmico Golgi
v v v v \ 4 . .
. I3 i.e. Insulina

i.e Receptor de i.e complejo ie. i.e. proteinas i.e Colagena

Ia incnlina Sec6l sialiltransferasa LAMP-2A

b

Figura 1. Diferentes tipos de proteinas de secrecion.
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La ruta para la sintesis y maduracion de las proteinas secretoras es justamente el
eje que le da estructura a los diferentes apartados del presente documento, el cual
pretende servir como un texto de apoyo para la ensefianza de la Biologia en el
Bachillerato Universitario, especificamente en la Escuela Nacional Colegio de
Ciencias y Humanidades (CCH), en algunas de las tematicas incluidas en los

nuevos programas de Biologia I y Il (figura 2).

Tematicas Aprendizajes

Moléculas presentes en las El alumno identifica a las biomoléculas como
células: carbohidratos o glacidos, | componentes quimicos de la célula.
lipidos, proteinas y acidos

nucléicos.
Estructuras de las células El alumno describe las semejanzas y diferencias
Biologia | Procariotay eucariota. estructurales entre las células procariotas y
| eucariotas.

Sintesis de proteinas. El alumno relaciona el transito de moléculas
con el sistema de endomembranas a partir de
la informacion genética contenida en la célula.

Tematicas Aprendizajes

Biologia | Sintesis de proteinas. El alumno identifica los procesos de

[ transcripcioén, procesamiento y traduccién
genética como base de la expresién génica en
la sintesis de proteinas.

Figura 2. Contenidos tematicos y aprendizajes de los cursos de Biologia, relacionados a la
biogénesis de proteinas de secrecién. Tomados de Colegio de Ciencias y Humanidades
(CCH, 2016).



2. Objetivos

Los objetivos a alcanzar con la elaboracion de la presente tesina fueron:

e Brindar una vision integradora y sistémica de los diferentes componentes
celulares y procesos celulares implicados en la biogénesis de las proteinas de
secrecion, tal y como lo plantea el enfoque sistémico de los programas de estudios

de los cursos de Biologia del CCH.

e Realizar una investigacion sobre la biogénesis de la insulina como un ejemplo

concreto de una proteina de secrecion en células animales.

3. Método

Para brindar un panorama general de la ruta de secrecion, en el presente trabajo se
realiz6 una revision bibliogréfica del tema que incluyo libros de texto actuales de
biologia molecular y celular, articulos cientificos de revisién y la basqueda de
estructuras determinadas experimentalmente en la pagina del “RCSB Protein Data
Bank” (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Lo anterior permitié ofrecer una
vision integradora de los organelos y procesos moleculares que participan en la ruta
de las proteinas de secrecion.

Para el ejemplo concreto de la insulina de humano Homo sapiens sapiens, ademas
de consultar libros y articulos recientes, se consulté la base de datos del National
Center for Biotechnology Information (NCBI), con el propdésito de obtener la

secuencia del gen y del mRNA que codifica para la insulina de humano.

4. Resultados.

A continuacién se detalla la ruta de secrecion, comenzando con la expresion de los
genes que codifican a las proteinas de secrecion en el nacleo celular, el transporte
del mRNA al citosol, el inicio de la traduccion, el proceso de direccionamiento de las


https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiKr_3y_8zTAhVq6YMKHUQbDtwQFgglMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.rcsb.org%2F&usg=AFQjCNG5SwFaOAlPhuDk4L7eukLWK_5lmg&sig2=sAO8bjAsdrWbAZY48aZOgA
https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiKr_3y_8zTAhVq6YMKHUQbDtwQFgglMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.rcsb.org%2F&usg=AFQjCNG5SwFaOAlPhuDk4L7eukLWK_5lmg&sig2=sAO8bjAsdrWbAZY48aZOgA
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwipzr_mp7vTAhVkHGMKHbjADbgQFggiMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2F&usg=AFQjCNEOu39WKX3irKwSl_cuNAU9JVaHQA
https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwipzr_mp7vTAhVkHGMKHbjADbgQFggiMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2F&usg=AFQjCNEOu39WKX3irKwSl_cuNAU9JVaHQA

proteinas al reticulo endoplasmico, la glicosilacion y la modificacion de las
proteinas, su transporte al aparato de Golgi en vesiculas cubiertas de COPII, la
subsecuente modificacion de las glicoproteinas en el aparato de Golgi y finalmente
el movimiento de los productos finales a sus diferentes destinos celulares. Después
de describir el flujo de informacion en la via de secrecidn de las proteinas, se brinda
como ejemplo concreto, la biogénesis de la insulina humana. Este ejemplo servira
como material de apoyo para la ensefianza de la biologia en el bachillerato, ya que
se trata de una proteina de la cual los alumnos ya han escuchado previamente, que
se sintetiza en su propio cuerpo, con una importante funcion reguladora de la

glucosa y relacionada con temas de salud.

4.1 Expresion génica en eucariontes.

Un gen, o unidad hereditaria, es un segmento de DNA o de RNA gendmico viral,
gue codifica para la secuencia de una proteina o de un RNA estructural (Lesk,
2010).

El flujo de la informacion genética que va del DNA, al RNA y de ahi a una proteina
fue enunciado en 1958 por Francis Crick, como el dogma central de la biologia
molecular, constituyendo desde entonces una piedra angular en la biologia, al
describir la forma en la que fluye la informacién genética en los sistemas vivos,
aungue con el paso de los afios se han encontrado excepciones, que hicieron que
el mismo Crick lo replanteara en 1970, incorporandose, por ejemplo, el caso de los
retrovirus que guardan su informacion genética en RNA y de ahi sintetizan DNA
(Crick, 1970), gracias al proceso de retrotranscripcion, realizado por la enzima

transcriptasa inversa (figura 3).

retrotranscripcion
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Figura 3. Dogma central de la Biologia Molecular.



En eucariontes el flujo de la informacion genética del DNA hasta proteinas, implica
el paso del DNA a una molécula de RNA inmadura, denominada RNA pre-
mensajero (pre-mRNA), mediante el proceso de transcripcion, posteriormente
gracias a los procesos de corte y empalme (splicing), se eliminan los intrones
(regiones de los genes que no codifican a proteinas) y se unen los exones (regiones
codificantes), para obtener un RNA mensajero maduro (mRNA), el cual se ocupa
como molde en la traduccion, donde se unen aminoacidos en un orden particular
para dar origen a las cadenas polipeptidicas que forman a las proteinas. Es
importante mencionar que la expresiéon de los genes que codifican para proteinas y
la maduracion del pre-mRNA ocurren en el ndcleo celular de los organismos

eucariontes (figura 4).

N

Nucleo Citoplasma

Y .7
Y traduccion

RNA- Proteina

transcripcion \

A 4

DNA

replicacion \ \

pre-mRNA
pre-rRNA ()
pre-tRNA /]
pre-snRNA //

v

Figura 4. Flujo de la informacion genética en células eucariontes. Modificado de Jiménez y
Segura (2010).



Algunos genes no contienen informacion para sintetizar proteinas, pero codifican
para RNAs funcionales involucrados en la sintesis de proteinas (figura 4), como es
el caso de los RNAs de transferencia (tRNAs) y RNAs ribosomales (rRNAS).
Ademas, la expresion de algunos genes nucleares da lugar a RNAs pequefios que
participan en el proceso de maduracion de los pre-mRNAs como es el caso de los

RNAs pequefios nucleares ricos en uracilo (snRNAs) (Jiménez & Segura, 2010).

4.2 Procesamiento del RNA pre-mensajero (pre-mRNA)

El primer proceso de maduracion que sufre un pre-mRNA naciente es el proceso de
“capping”, en su extremo 5. Ocurre cuando el transcrito alcanza una longitud de
aproximadamente 20 a 30 nucleétidos y consiste en la adicién de una caperuza de
7-metilguanosina a su extremo 5', lo cual protege al mMRNA de la degradacion y
favorece la traduccion. La caperuza se une por el complejo de union CBP20,
conformado por las proteinas CBP20 y CBP80 (Carmody & Wente, 2009).

La siguiente modificacion que le ocurre al pre-mRNA es el proceso conocido como
“splicing”, el cual ocurre debido a que los genes eucariontes no son continuos, Sino
gue estdn segmentados (split genes), ya que presentan secuencias codificantes
(exones) y secuencias no codificantes (intrones). En este proceso los intrones se
eliminan y se unen los exones de los RNA intranucleares inmaduros. El splicing se
lleva a cabo en el ndcleo celular con la ayuda de grandes particulas
ribunucleoprotéicas conocidas como snRNPs y otros factores no snRNPs como la
proteina SC35, juntos estos complejos forman el spliceosoma.

En el splicing alternativo, a diferencia del splicing constitutivo, se producen varias
moléculas de MRNA a partir del mismo gen. Cada uno de estos mensajeros produce
diferentes proteinas. Por tanto, los patrones de splicing alternativo brindan a los
genes una dimension extra de versatilidad. Esto también hace que la tarea de
interpretar la secuencia de un genoma sea mas compleja y dificil, ya que se ha
estimado que en el genoma humano alrededor de la mitad de los genes sufren

splicing alternativo (Lesk, 2010).



El splicing ocurre asociado a un dominio nuclear observado con microscopia 6ptica
de epifluorescencia, conocido como "speckled" o moteado, debido a que se
evidencia con inmunofluorescencia cuando se usan anticuerpos contra factores de

splicing (Jiménez & Segura, 2010).

Los procesos finales de maduracion de los pre-mRNAs son: el corte en su extremo
3' y la poliadenilacién. El sitio de poliadenilacion es reconocido en la regién no
traducida (3' UTR), resultando en el corte inmediatamente posterior. La cola de poly-
(A) es adicionada por una poly-(A) polimerasa y unida por una proteina ligadora
poly-(A) (Carmody & Wente, 2009). En resumen, los genes son transcritos como un
RNA precursor o pre-mRNA, el cual madura para dar lugar a un mRNA a través de
los procesos de capping, splicing y poliadenilacién (Jiménez & Segura, 2010), como

se representa en la figura 5.
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Figura 5. Procesos de maduracion del pre-mRNA.
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4.3 Transporte nucleo-citoplasma de los mMRNAs

Los RNAs que se forman en el ndcleo celular, incluyendo los mRNAs, salen al
citoplasma, a través de los complejos de poro nuclear (NPCs del inglés nuclear pore
complexs), los cuales se extienden a través de la envoltura nuclear, proyectandose

tanto al citoplasma como al nucleoplasma (Delaleau & Borden, 2015).

El NCP es un complejo supramolecular (ver figura 6) que presenta simetria
octogonal y esta conformado por 30 tipos diferentes de proteinas llamadas
nucleoporinas (Nups), las cuales estan muy conservadas en los vertebrados. En el
centro de los poros nucleares hay un conducto cilindrico rodeado por un anillo de
nucleoporinas cuyo reordenamiento permite que su diametro de abertura pase de
20 a 40 nanometros. EI NCP presenta hacia el nucleoplasma una estructura
conocida como canasta nuclear y hacia el citoplasma filamentos citoplasmicos
(Karp, 2013).

Filamentos
citoplasmicos

Nup214|
Nup88

Nup 107-160
complejo
Nup96

Citoplasma
Membrana nuclear externa

Canal central

lup 107-160
complejo
Nup96

Membrana nuclear interna
Nucleo

TPR

Figura 6. Estructura del complejo del poro nuclear. Tomado de Delaleau y Borden (2015).

Los procesos de maduracién de los pre-mRNAs, como el capping en su extremo 57,

el splicing y la poliadenilaciéon en su extremo 3", son indispensables para que los
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MRNAs puedan ser transportados por el complejo de poro nuclear, pues de no
realizarse correctamente estos procesos, los MRNAs son retenidos en el nucleo y

marcados para su degradacion (Carmody & Wente, 2009).

Conforme inicia la transcripcion y los procesos de maduracion de los pre-mRNAs
ocurren, se asocian a estas moléculas de RNA nacientes, algunos factores proteicos
de exportacién, como las proteinas SR (ricas en los aminoacidos serina y arginina)
y algunas ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (hnRNPs), conformando asi
los denominados complejos ribonucleoproteicos (MRNPSs), que son dirigidos hacia
las diferentes vias de exportacion nuclear para salir al citoplasma. Diferentes
hnRNPs se van asociando con el mRNP en diferentes etapas de las vias de
exportacion hacia el citoplasma. Una vez que se formaron los complejos de los
MRNPs, estos son direccionados hacia los complejos del poro nuclear, donde se
asocian con la canasta nuclear, transitan a través del canal central del poro y
finalmente sean liberados al citoplasma gracias a la accion de los filamentos

citoplasmicos (Figura 7) (Delaleau & Borden, 2015).

Algunas hnRNPs presentan sefiales de retencion nuclear y son removidas antes de
la exportacién de los mMRNPs, mientras que otras permanecen asociadas al mMRNA
durante la exportacion y son liberadas en el citoplasma una vez que el transporte
del mensajero ha sido completado para después regresar al nucleo por los poros
nucleares (Carmody & Wente, 2009). En humanos hay 30 tipos diferentes de
hnRNPs, entre las cuales se encuentra la proteina nuclear de union a la cola poli A
(PAB2).

Los eventos de exportacion de los mRNAs estan altamente regulados, por lo que
constituyen uno de los mecanismos por los cuales las células eucariontes controlan
la expresion de sus genes (Carmody & Wente, 2009), ya que subconjuntos
especificos de mRNAs pueden ser exportados de forma diferencial hacia el
citoplasma lo cual conduce a la regulacion del proteoma de la célula al controlar la
cantidad de transcritos disponibles en el citoplasma para ser traducidos. Esta

exportacion diferencial se logra gracias a la presencia de elementos especificos en

12



las secuencias de los transcritos de las regiones no traducidas, denominadas UTRs
(Delaleau & Borden, 2015).

Estos elementos UTR generalmente localizados en el extremo 3" se unen a las

proteinas de unién al mMRNA e intervienen en su direccionamiento y exportacion.

translocacion

5) traduccidn,
almacenamiento,
degradacion

4) remodelacién

del complejo de disociacién del complejo de exportacién
exportacion del

mRNP

3) movimiento a
través del conducto
central del complejo

del poro nuclear. I

mRNP maduro

Nucleo

2) ensamblaje del
complejo de exportacion.

1) transcripcién y gen
procesamiento del pre-mRNA

Figura 7. Salida de los mMRNAs a través del complejo del poro nuclear.

13



4.4 Mecanismo de sintesis de proteinas

La sintesis de proteinas es el proceso por el cual las células unen aminoéacidos en
un orden patrticular, proceso al que se le denomina traduccién, y en el cual se pasa
de la secuencia de nucledtidos en el mMRNA a la secuencia de aminoéacidos de una

proteina (que constituye su estructura primaria).

La importancia de la traduccion radica en que la secuencia precisa de aminoacidos
de una proteina, determina cdmo ésta se va a plegar en una o0 en un numero
reducido de formas tridimensionales relacionadas, llamadas conformaciones,
siendo que la conformacién de una proteina, junto con las propiedades quimicas
distintivas de los aminoacidos que la componen, determinan la funcién de la
proteina (Lodish, et al., 2013).

En el proceso de traduccién, intervienen los ribosomas, que estan formados por dos
subunidades, compuestas tanto de proteinas como de RNA ribosomal (rRNA).
Durante la traduccién, la subunidad pequefia del ribosoma se une al mRNA en el
sitio de iniciacion o codon de inicio para metionina (AUG). Entonces la subunidad
grande se une, proceso en el que interviene el RNA de transferencia (tRNA). Los
tRNASs interactian con la enzima aminoacil-tRNA sintetasa, que une aminoacidos a
los tRNAs. Después de la iniciacion, los aminoacidos se unen entre si a través de
enlaces covalentes, llamados enlaces peptidicos (que se forman entre el grupo
carboxilo de un aminoacido y el grupo amino del siguiente aminoacido), gracias a la
accion de la enzima peptidil-transferasa, que permite el crecimiento de la cadena
polipeptidica. El ribosoma se mueve a lo largo del mMRNA, avanzando en bloques de

tres nucleétidos o codones (Nature Educational [NE], 2014).

Los anticodones del tRNA se unen a los codones del mMRNA y esto permite que se
unan nuevos aminodacidos, conforme avanza la traduccion, la cadena polipeptidica
se empieza a plegar. Cuando el ribosoma llega al codon de paro, la traduccion
termina. Una vez formada, la proteina puede sufrir modificaciones
postraduccionales, como son, la adicion de carbohidratos, lipidos, metales en los

grupos prostéticos, cromégenos y flavonoides, etc. También puede ocurrir la
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eliminacién de ciertos aminoacidos, o la union de una cadena polipéptidica con otra

u otras, para formar una proteina con diferentes subunidades (Karp, 2010).

4.5 Direccionamiento y translocacion de las proteinas de secrecién al lumen
del RER.

El direccionamiento de las proteinas sintetizadas hacia diferentes destinos
celulares, se regula gracias a sus sefales de clasificaciébn, conocidas como
secuencias sefial, que se ubican en una regidn continua de la secuencia de
aminoécidos, de 15-60 aminoéacidos de longitud, a menudo ubicada en el extremo
amino terminal (N-terminal) (Alberts, et al., 2008). Aunque estas secuencias pueden
variar mucho en su composicion de aminoacidos, todas contienen un fragmento de
aproximadamente unos 20 amino&cidos hidrofébicos, en el que es comun el

aminoécido leucina (Jiménez & Segura, 2010).

Las proteinas de secrecién son dirigidas a la membrana del reticulo endoplasmico
rugoso (RER), por la secuencia sefial, mediante el proceso conocido como
“targeting”, que incluye dos componentes: la particula de reconocimiento de sefial
(SRP del inglés signal recognition particle), conformada por un complejo
ribonucleoproteico soluble que comprende seis péptidos y un RNA (Agredano,
Segura, Trinidad & Jiménez, 2003), la cual se une al péptido sefial y viaja de forma
ciclica entre la membrana del RE y el citosol y un receptor de la SRP presente en la
membrana del RE. Cuando el complejo ribosoma-SRP se ha formado, se une al
receptor de la SRP, que es una proteina integral de membrana embebida en la
membrana del RER. Esta interaccibn une el complejo SRP-ribosoma a un
translocador de proteinas, constituido por un poro proteico acuoso de la membrana
del RER, denominado translocon, el cual estd formado por varias proteinas

integrales de membrana, como las del complejo Sec61 (Braakman & Bulleid, 2011),
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Tanto la SRP como el receptor de la SRP son liberados y el translocon transfiere la
cadena polipeptidica en crecimiento hacia el lumen del reticulo endoplasmico (ver
figura 8) donde sufrird modificaciones traduccionales y post-traduccionales (Alberts,
et al., 2008). Completado el proceso de clasificacion de la proteina, la enzima
peptidasa sefial, eliminan la secuencia sefal de la proteina en el lumen del reticulo

endoplasmico.
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Figura 8. Translocacion de proteinas hacia el lumen del RER
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El translocén es una estructura dinamica, que modifica el diametro de su poro de
forma transitoria, cuando una cadena polipeptidica atraviesa la membrana del RER
o cuando se libera el ribosoma al que se asocia (Agredano et al., 2003). Al parecer
la secuencia sefial de la cadena polipetidica en crecimiento desencadena la
apertura del poro acuoso del translocon. Después de que la secuencia sefial se ha
liberado de la SRP y de que la cadena en crecimiento ha alcanzado una longitud
suficiente, la secuencia sefal se une a un sitio de unién situado en el mismo poro y
abre asi el poro por lo que la secuencia sefial es reconocida dos veces: primero por
la SRP en el citosol y después por un sitio de union en el translocén, actuando como
una sefal de inicio de transferencia (o péptido de inicio de transferencia) que abre
el poro. Este doble reconocimiento asegura que soélo entren en el lumen del RE las

proteinas con la secuencia sefial correcta (Alberts, et al., 2008).

4.6 Procesamiento de proteinas en el lumen del reticulo endoplasmico.

En el RE ocurre la adicion covalente de carbohidratos a las proteinas, conocida
como glicosilacion tipo N, en la que se agregan carbohidratos al a&tomo de nitrégeno
de un residuo de asparagina dentro de una region consenso (Asn-Xaa-Ser-Thr), en
la que el residuo asparagina se encuentra seguido de cualquier aminoacido excepto
prolina y la tercera posicion esta ocupada por residuos de serina o treonina (Jiménez
y Segura, 2010). La adicion de estos carbohidratos, ocurre como una transferencia
en bloque de un oligosacarido formado previamente (compuesto de N-
acetilglucosamina (2), manosa (9) y glucosa (3)), con un total de 14 mondémeros
unidos especificamente al grupo amino (NH2), de la cadena lateral de asparagina.
Lo anterior, gracias a la actividad del complejo enzimatico de la proteina
oligosacarido transferasa, que se encuentra unida a la membrana del RE, con su
sitio activo expuesto hacia el lumen del RE, lo que explica porque las proteinas

citosélicas no son glicosiladas (Agredano et al., 2003).
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La transferencia del oligosacarido ocurre inmediatamente después de que la
asparagina diana aparece en el lumen del RE durante la translocacion de la
proteina. La diversidad de estructuras de N-oligosacéaridos que se presentan en las
glucoproteinas maduras se produce por modificacion posterior de la estructura del
oligosacarido precursor. En el RE, se eliminan tres residuos de glucosa y uno de
manosa de los oligosacaridos de la mayoria de las glucoproteinas. Este proceso es
un mecanismo auxiliar en el correcto plegamiento de las proteinas (Alberts et al.,
2008).

El RE esta constituido por un ambiente molecular diferente al citosol que permite el
plegamiento de las proteinas, el ensamblaje de diferentes subunidades proteicas,
el control de calidad y el reciclado de proteinas (Braakman & Bulleid, 2011). Es en
el lumen del RE donde ocurre la oxidacion de los grupos sulfhidrilos libres (SH) de
las cisteinas, para formar enlaces disulfuro (S-S), proceso catalizado por la enzima
disulfuro isomerasa (PDI). Casi todas las cisteinas de los dominios proteicos
expuestos al espacio extracelular o al lumen del RE en la via secretora estan unidos
por enlaces disulfuro. Por el contrario, se forman muy pocos enlaces disulfuro en
los dominios expuestos al citosol debido a que es un ambiente reductor (Alberts, et
al., 2008).

Para salir del RE, las proteinas deben estar correctamente plegadas y si son
subunidades de complejos proteicos multiméricos, es necesario que estén bien
ensambladas. Aquellas que estan mal plegadas o mal ensambladas son retenidas
en el RE, donde permanecen unidas a proteinas chaperonas, tales como BiP 0
calnexina/calreticulina, que bloquean las sefiales de salida. Las proteinas mal
plegadas son transportadas de nuevo al citosol donde son degradadas por el
sistema ubiquitina-proteosoma, lo que constituye un mecanismo de control de
calidad de las proteinas (Alberts, et al., 2008), de tal forma que solo las
conformaciones nativas de las proteinas alcanzan a salir del RE, lo cual permite
controlar y mantener la fidelidad de las funciones celulares (Ellgaard & Helenius,
2003).

19



4.7 Transporte de proteinas mediado por vesiculas hacia el aparato de Golgi

En la ruta secretora, las proteinas que se han sintetizado en el RE y estan
destinadas al complejo del aparato de Golgi o compartimientos posteriores, son
empaquetadas en pequefias vesiculas de transporte recubiertas con COPIl (un
complejo multiproteico). Estas vesiculas se forman en regiones especializadas del
RE denominadas zonas de transicion o sitios de salida del RE, cuya membrana
carece de ribosomas o cuenta con muy pocos de estos. La mayoria de las células
animales tienen los lugares de salida del RE dispersos de forma aleatoria a través
de la red del RE, por ejemplo, en mamiferos las células generalmente tienen entre
50 y 70 lugares de salida del RE, con mayor concentracion en el area adyacente al
aparato de Golgi (Szul & Sztul, 2011).

Las proteinas que seran secretadas presentan sefiales de salida (transporte) en su
superficie, que son reconocidas por componentes de la cubierta COPII; estos
componentes de cubierta actian como receptores de carga y son reciclados de
nuevo al RE después de liberar su carga en el complejo de Golgi (Alberts, et al.,
2008).

Después de que las vesiculas de transporte se hayan formado en los lugares de
salida del RE y se hayan desprendido de la cubierta, empiezan a fusionarse entre
si, para lo que requieren un conjunto complementario de proteinas, pertenecientes
a una superfamilia de proteinas pequefias, llamadas SNAREs (acrénimo del inglés
SNAP Soluble NSF Attachment Protein y de RE receptor). Las cuales permiten la
fusion de membranas vesiculares en todos los pasos de la ruta secretora, gracias a
gue estas proteinas SNAREs se localizan en membranas opuestas, es decir, las
proteinas v-SNARE en la vesicula de un compartimento donador y las proteinas t-
SNARE en la membrana diana de un compartimento receptor, formando complejos
estables trans-SNARES, que aproximan las dos membranas, mediante la formacién
de un ramillete de cuatro hélices paralelas que aproximan las dos membranas hasta

gue sus capas lipidicas se fusionan (Jahn & Scheller, 2006). Ver figura 9.
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Figura 9. Formacion, transporte y fusion de vesiculas. Tomado de Bonifacino JS y Glick
BS (2004).

Las estructuras formadas cuando las vesiculas derivadas del RE se fusionan unas
con otras, se denominan agregados tubulo-vesiculares, por su aspecto replegado
cuando se observa al microscopio electronico. Estas agrupaciones forman un nuevo
compartimento separado del RE, el cual se forma constantemente y actia como un
contenedor que lleva material desde el RE hasta Golgi (ver figura 10). Estos
agregados vesiculares o intermediarios pre-Golgi, tienen una composicion
bioguimica diferente a la del RE y a la de Golgi, y no tienen continuidad con ellos
(Szul & Sztul, 2011), ademas de que tienen una vida media relativamente corta, ya
gue son desplazados con rapidez a lo largo de microtibulos hacia el complejo de

Golgi, con el que se fusionan liberando su contenido (Alberts, et al., 2008).
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de Golgi. Imagen tomada de Alberts y colaboradores (2015).

4.8 Maduracion de las proteinas de secrecion en el Aparato de Golgi

Durante su paso a través del aparato de Golgi las proteinas sufren una serie
ordenada de modificaciones, por ejemplo, transformaciones de sus oligosacaridos,
a traves de rutas de procesamiento que tienen lugar siguiendo etapas sucesivas, en
las que en cada cisterna del aparato de Golgi intervienen una gran cantidad de
enzimas (Alberts, et al., 2008).

El aparato de Golgi tiene dos caras distintas: una cara cis (o cara de entrada) y una
cara trans (o cara de salida). Ambas caras estan asociadas a compartimentos
especiales, formados por una red de estructuras tubulares y cisternas: la red cis
Golgi (CGN; cis Golgi network) y la red trans Golgi (TGN: trans Golgi network),
respectivamente. La CGN es una coleccion de agrupaciones tubulo-vesiculares
fusionadas que proceden del RE. Las proteinas entran por la red cis Golgi y salen
por la red trans Golgi en vesiculas de transporte hacia su destino final. Las proteinas
gue entran en la CGN pueden o bien seguir a través del complejo de Golgi o bien
regresar al RE, si contindan, pasan al primer compartimento de procesamiento del

aparato de Golgi (la cisterna cis). Las cisternas contienen enzimas residentes que
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procesan de manera secuencial las proteinas y lipidos (a nivel de glicosilacién), que
se mueven por la pila de una manera vectorial. El mecanismo por el cual las
proteinas y lipidos se transportan a través del complejo de Golgi se desconoce,
aungue el modelo de transporte mas aceptado es el de maduracion cisternal que
plantea que las proteinas y los lipidos son retenidos en las cisternas, las cuales
maduran progresivamente a medida que migran a través de la pila en una direccion

de cis a trans (Lowe, 2011).

El lumen de las cisternas trans se cree que forma un continuo con la TGN, esta red
trans de tubulos membranosos genera vesiculas de transporte que dirigen las
proteinas hacia sus diferentes destinos finales, por lo que la TGN se considera como
un importante centro de clasificacién y salida dirigida de proteinas, ya sea a través

de vias endociticas o exociticas (De Matteis & Luini, 2008).

4.9 Transporte de las proteinas de secrecion a sus destinos finales

Las proteinas de secrecion pueden ser dirigidas hacia vias lisosomales (en el caso
de enzimas lisosomales), a la membrana plasmatica o bien, fuera de la célula. Se
ha sugerido que sus transportadores membranosos se producen cuando la TGN se
fragmenta en vesiculas y tubulos de diferentes tamafios. Este proceso se adapta al
modelo de maduracion de cisternas, que propone que las cisternas del aparato de
Golgi se mueven en forma continua en direccion a la TGN, donde tendrian que
dispersarse para permitir la maduracion continua de las pilas del cpmplejo de Gogli
(Karp, 2013).

Se cree gue las proteinas que salen de la célula mediante un proceso de secrecién
regulada, como el caso de las enzimas digestivas o las hormonas, forman
agregados selectivos, que al final se retienen en granulos secretores grandes y muy
concentrados. Al parecer, estos granulos secretores inmaduros se desprenden de
los margenes de las cisternas de la red trans Golgi y la TGN. En algunas células se
observan tubulos largos que emergen de la TGN y son guiados por proteinas
motoras que operan a lo largo de trayectos microtubulares del citoesqueleto. Luego

estos tubulos se dividen en varias vesiculas o granulos por fusion de membranas.

23



Una vez que salen de la TGN, el contenido de los granulos secretores se concentra.
Al final, los granulos maduros se almacenan en el citoplasma hasta que su
contenido se libera después de la estimulacion de la célula, ya sea por una hormona

0 impulso nervioso (Karp, 2013).

La fusién de una vesicula secretora o granulo secretor con la membrana plasmatica
y la descarga subsecuente de su contenido se llama exocitosis. Es probable que la
exocitosis ocurra en forma continua en la mayor parte de las células, conforme se
envian proteinas y otros materiales de la membrana plasmética al espacio
extracelular. Cuando una vesicula citoplasmica se fusiona con la membrana
plasmaética, la superificie luminal de la membrana de la vesicula se vuelve parte de
la superficie externa de la membrana plasmatica, meintras que la superificie
citosdlica de la membrana vesicular se torna parte de la cara interna (citosodlica) de
la membrana plasmética. La fusion de estas membranas también estaria mediada
por proteinas SNAREs (Jahn & Scheller, 2006), que conducirian a la formacion de

un poro de fusion de la membrana y a la consiguiente exocitosis (Karp, 2013).

Figura 11. Transporte vesicular hacia la Red Trans Golgi. Modificado de Jahn & Scheller,
2006.
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A continuacion se detalla como ejemplo concreto de una proteina de secrecion, la

biogénesis de la insulina humana en las células de pancreas.

4.10 Biogénesis de lainsulina

La insulina es una hormona muy conservada en vertebrados que se produce en las
células beta de los islotes de Langerhans del pancreas y que participa en la
regulacion de la glucosa en sangre, al intervenir en el transporte de la glucosa hacia

el interior de las células (Wilcox, 2005).

Los islotes de Langerhans del pancreas (figura 12), estan conformados por
mosaicos de diferentes tipos celulares, en donde las células beta se encuentran en

el interior de los islotes (Fernandez, 1992).
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Figura 12. Islote de Langerhans, tomado del Atlas de histologia de la Facultad de

Medicina de la Universidad de Zaragoza (2016).

Los ambientes con concentraciones elevadas de glucosa en los islotes de

Langerhans promueven la biosintesis de la insulina y constituyen el regulador
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primario de su secrecién. Cuando se eleva la concentracién de glucosa, esto
provoca un aumento en los niveles de Adenosin monofosfato ciclico (CAMP), por un
mecanismo que parece no involucrar la activacion de la adenilato ciclasa. EI cCAMP
ejerce su efecto a través de un mecanismo que involucra a la proteina cinasa A
(PKA), llevando a la fosforilacién y activacién de proteinas clave. A través de esta
compleja cadena de eventos, la glucosa, el CAMP y posiblemente la contribucion de
una elevacion del calcio libre intracelular y el IP3 inositol fosfato, promueven la
transcripcion del gen de insulina en el nucleo de las células 8 y por lo tanto la

traduccion del mRNA que codifica para insulina (Weiss et al., 2014).

Hormonas y substancias quimicas juegan un rol importante en la regulacion de la
secrecidn de insulina, incluyendo: al glucagon que es secretado por las células a de
los islotes pancreaticos; la colecistoquinina; y los péptidos gastricos inhibidores,
todos actuando a través de receptores en las células B. Los inhibidores de la
secrecion de insulina incluyen catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) que
interactuan con los receptores adrenérgicos en la membrana de las células B; la
somatostatina que es secretada por las células de los islotes pancreaticos (Weiss
et al., 2014).

El estimulo mas importante en la secrecion de la insulina es la glucosa, la célula 3
se comporta como un verdadero glucostato, siendo sensible a pequeias
variaciones de la concentracion de la glucosa en sangre. Tras un incremento de la
glucosa en sangre, la célula beta responde en segundos al estimulo, mediante la
secrecion de la insulina ya sintetizada e inmediatamente comienza una fase de

sintesis y secrecién simultanea (Fernandez, 1992, p. 995).

En humanos, el gen de la insulina se localiza en el cromosoma 11, en metafase en

el brazo pequerio (p), posicion 15.5 (Genetics Home Reference [GHR], 2016) (figura
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13). Figura 13. Locus del gen de la insulina en el cromosoma metafasico humano nimero

once. Esquema tomado del GHR (2016).

El gen de la insulina humana (GenBank: AH002844.2), tiene tres exones y dos intrones.

El primer intron incluye del nucle6tido 2186 al 2227 (longitud 41 pb) y el segundo
intron va del nucleotido 2611 al 3396 (longitud 785 pb), (figura 14).
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tccggaaatt
gccaggcggce
ggcccagcag
tgttccaagg
ccagctctgc
ggccccaagg
ctgtccttect
ctggggacct
ggaagctctc
ggaggcagag
caccccctge
cagcaggggg
accagctccc
ccgagataca
cgcagcccat
gtcctgggtg
atcacgcccg
tcacggcagc
tactgggatc
gggacatgtg
cctgggtcca
gcactgtgtc
ctgctctgeg
aggcagcctg
atgctgtacc
tgcaggcagce
ccagccctge
actgttgtga
cggccaggcce
gcccccacce
gatggtgggg
agagaccttg
tcccaggtte
ctgagggagg
nnnnnnnnnn
ggaggagccce
gaggctgggt
gatcacctga
ctaaaactac
ggctgaggca
accattgcac
aaaaatcaaa
gtacaatccg
ccagcccagce
cagaacagag
gtctececgee
agggatgcag
gggccacagg
gtttgtttge

ctaaggcagg
tceccaccccee
caggggtcct
gggtctgggg
gtggggacag
ggacaggggt
caggggtgtg
ggtcctgggg
tgtggggaca
gggcacaggg
gggacagcag
agtggcccag
caggtctggc
gtgctgacga
gcagcctcag
aggggttgac
ccctcagecce
gcctttgegt
agcagggagg
cagggcacct
gccatggccc
gacccagccg
tacctagtgt
gacctgcagg
tcctggeget
tcaggtgcac
tgtggcccag
tcagagggtg
ttctccacce
acctggggtc
gaggagggcg
tccatagtca
acctgttcag
ggcgttgggg

gcccggcetgg
tccctgactg

cggcacgtcc
cagcccttgg
agcatctgct
cccacacccg
tgtgccgtcet
gccccteececa
cagcatgcag
tgtggctcag
ccactgagaa
ttcaggaaag
tatttttaga
gggtnnnnnn
nnnnnnnnnn

ggggctgggg
gcggtggete
ggtcgggagt
aaaattagct
ggagaatcgc
tccagectgg
acaatcaaaa
tggccctgag
atccaaggaa
aaggcagaaa
ttgctggcac
atcecggecca
ctgtgaaaac
ttgtttgttt

gtgggaacta
accaccttgg
ggggacaggg
acaggggtgt
gggtccgggg
gtggggacag
gggacagggg
ataggggtgt
ggggtgtggg
gtcctgggga
cgcaaagagc
gtgagggctt
caccgggccce
ccaaggagat
cccccagcecca
aggtagggga
tccaggacag
caggtgggct
acgtggctgg
ggccttecage
tgtggatgceg
cagcctttgt
gcggggaacg
gtgagccaac
cccacccagce
ttttttaaaa
tcagaatctc
ggcacgctcc
tcatttgatg
acagggtgcc
tggctgcctg
ggagatgggg
gctcccactg
cctgtaggtc
agatgggtgg
tgtcctectg
tggcagtggg
ccctggaggg
ccctctacca
ccgectectg
gtgtgtcttg
gctctctcca
tggctctcce
ggtccagtat
gtgacttctt
ggaatgagaa
gttatttctg
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
tacggaggcc
atgcctataa
tcaagaccag
gggtgtggtg
ttgaacctgg
gcaacgagag
aaacaagcag
gcccatcaca
gcccagggca
ttagcaggga
tgaggccttg
ctgctgaaat
cccagagtcc
tttgagagtc

ggcagccagc
cccatccatg
gtcecggggac
ggggacaggg
acaggggtgt
gggtctgggg
tgtggggaca
ggggacaggg

gacaggggtc
caggggtcct

cccgecectge
tgctctectg
ctggttaaga
cttcccacag
tctgececgacce
gatgggctct
gctgcatcag
cagggttcca
gctcgtgaag
ctgecctecage
cctcctgece
gaaccaacac
aggcttcttc
cgcccattge
atgggcagaa
agaagttctc
agcctgagga
tcecctcecact
accgcagatt
ccacgctgcce
cctgagtggg
aagatgctgg
tgacgctgcce
cacacccagt
gagtgcgacc
tgtcecctcetg
gcaggtggag
gtccctgecag
gctggagaac
caccgagaga
ggggccctgg
cgctctetgg
caaagcggcc
gggagcttcg
gttcagtagc
cattccagca
atggagtccc
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
tctgcacatc
tceccagcact
cctgaccaac
gcacatgcct
gaagcagagg
cgaaactccg
gaggggctct
gggaaggggt
gggagaaacc
gtggggctgg

aggatgggtc
ctgtgctect

tcccaggecag
tgctegtca

agggagggga
gcggcatctt
agggtcctgg
gtgtggggac
ggggacaggg
acaggggtgt
ggggtgtggg
gtgtggggac
ctggggacag
ggggacaggg
agcctccagce
gagacatttg
ctctaatgac
acccagcacc
cccccacccee
gagactataa
aagaggccat
gggtggctgg

catgtggggg
cctgectgte

ctgctggege
ctgtgecggcect
tacacaccca
tgccectgge
gggggcagga
ttggtcacgt
cggtgttgge
cgcccctcaa
caagtgtttt
tgcctectggg
ccagacccct
ggacaggccc
ccggggcggg
gtgggtgacc
tagggctgge
cctegeeget
ctgggcgggg
aagcgtggca
tactgcaact
gatggaataa
gccaagcccce
gtgcccacag
atgcctgttg
ggggtctctg
tctggactct
attttcccce
tgtggaggga
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
ttagagtaaa
ttaggaggct
agggagaaac
gtaatcccag
ttgcgctgag
tctcaaaaaa
gaggtgcctg
ctttgcagct
tcagctgcac
ggaggcttcc
catactgggc
ggagcctcce
caagttttgt
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Figura 14. Secuencia de insulina de Homo sapiens. GenBank: AH002844.2.
Tomada del National Center for Biotechnology Information (NCBI, 2016), de:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1036032746?report=genbank&log$=nuclto
p&blast_rank=1&RID=MAEA9J4W013. Lafecha que se sefiala es 10 de junio 2016.

El gen de la insulina codifica para un sélo péptido conocido como preproinsulina que
contiene la informacion para la cadena A, By C de la insulina, asi como la secuencia
sefial (Bell, et al., 1980; NCBI, 2016).

Los pasos que intervienen en la conversion de la informacion codificada en el gen
de la insulina en su producto proteico inicia con la transcripcion del gen en el nucleo
celular lo que da como resultado un pre-mRNA, que es modificado mediante la
adicion en el extremo 5' de 7-metilguanosina “capping”, la escision de los intrones y
union de exones, y la poliadenilacion en el extremo 3’ de la molécula inmadura. Los
procesos anteriores producen un RNA mensajero maduro (mRNA) (figura 15),
(Codigo de acceso BT006808 del NCBI), que codifica para la sintesis de la pre-

proinsulina y que sale al citosol a través del complejo del poro nuclear.

1 atggccctgt ggatgcgcct cctgeccecctg ctggecgetge tggeccctcectg gggacctgac
61 ccagccgcag cctttgtgaa ccaacacctg tgcggctcac acctggtgga agctctctac
121 ctagtgtgcg gggaacgagg cttcttctac acacccaaga cccgccggga ggcagaggac

181 ctgcaggtgg ggcaggtgga gctgggcggg ggccctggtg caggcagcct gcagcccttg
241 gccctggagg ggtccctgca gaagcgtgge attgtggaac aatgctgtac cagcatctge
301 tccctctacc agctggagaa ctactgcaac tag

Figura 15. Secuencia del RNA mensajero (MRNA) del gen de la insulina humana (longitud

333 nucleodtidos). El codon de inicio (aug) y el codén de termino (uag), se marcan con rojo.

La traduccion de la pre-proinsulina, se inicia en el citosol para continuar en el lumen
del reticulo endoplasmico (RE). La pre-proinsulina, al igual que otras proteinas que
entran en la via secretora, contiene un péptido sefial hidrofébico, en este caso de
24 aminoacidos (Met-Ala-Leu-Trp-Met-Arg-Leu-Leu-Pro-Leu-Leu-Ala-Leu-Leu-Ala-
Leu-Trp-Gly-Pro-Asp-Pro-Ala-Ala-Ala) (figura 16), el cual interacciona con la
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particula de reconocimiento de sefial (SRP) y el receptor de la particula de

reconocimiento de la sefial (SRP), de la membrana del RE.

PEPTIDO SENAL

CADENA B

\ CADENA A \

= lle Val,Glu,GIn Cys,Cys, Thr Ser, lle ,Cys,Ser,Leu, Tyr,Gln,Leu,Glu,Asn, Tyr,Cys,Asn
(g @ | 100 110

g
P 90 § ——8 1 Panctt
Y8 {Arg:

PEPTIDO C

Figura 16. Diagrama que muestra la molécula de pre-proinsulina humana. Los residuos de
aminoacidos del péptido sefal se muestran en verde, la cadena B en rojo, el péptido C en

anaranjado y la cadena A en azul. Diagrama modificado de Stoy y colaboradores (2007).

El péptido sefial de la pre-proinsulina es cortado en el lumen del RE por una
peptidasa sefal localizada en el lumen del RE, convirtiéndose el péptido que se esta
produciendo en proinsulina (figura 17). Dentro del lumen del RE, la proinsulina se
pliega por la formacion de tres puentes disulfuro (dos entre el péptido Ay C y uno
en el péptido A), para tomar la forma nativa de su estructura terciaria, que constituye
el precursor directo de la insulina. El péptido sefal es degradado rapidamente en el
ER, por lo que no es un producto final de secrecion de las células 3 del pancreas
(Weiss et al., 2014).
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CADENA B

\ CADENA A \

lle ,Val,Glu,GIn,Cys,Cys, Thr,Ser, lle ,Cys,Ser,Leu Tyr,GIn,Leu,Glu,Asn, Tyr,Cys,Asn

s Cly
i
A s s -

iLys; {Arg;

PEPTIDO C

Figura 17. Estructura primaria de la proinsulina humana. Los residuos de aminoacidos de
la cadena B se muestran en rojo, el péptido C en anaranjado y la cadena A en azul. Los
circulos discontinuos indican los residuos basicos que son el sitio de corte para la

conversion de proinsulina a insulina. Esquema modificado de Stoy y colaboradores (2007)

En los pasos siguientes del procesamiento de la proinsulina, ésta es transportada
al aparato de Golgi en vesiculas cubiertas de COPIl. En Golgi, la insulina es
empaquetada en granulos de secrecion y convertida en la forma nativa de la
insulina, separada del péptido C. El proceso de conversion puede empezar en la
red trans Golgi y continuar en las vacuolas de condensacion también llamados
granulos inmaduros de secrecion (Weiss et al., 2014). La insulina es un
heterodimero de dos cadenas: la cadena A de 21 residuos de aminoacidos y la
cadena B de 30 residuos, unidas por dos puentes disulfuro a partir de los residuos
(A7-B7 y A20-B19). Con un puente disulfuro al interior de la cadena A (uniendo A6-
Al11), figura 18.
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CADENA B

\ CADENA A \

G lle ,Val,Glu,GIn Cys,Cys, Thr,Ser, lle ,Cys,Ser,Leu, Tyr,Gln,Leu,Glu,Asn, Tyr,Cys,Asn
y L

Ty

Figura 18. Estructura de la insulina humana. Esta formada por dos cadenas, la cadena B
en rojo con 21 amino&cidos y la cadena A en azul con 30 aminoécidos. Las dos cadenas
estan unidas por dos puentes disulfuro (—S—S) cada uno conectando a dos residuos de

cisteina de las cadenas. Diagrama modificado de Stoy y colaboradores (2007).

La conversion de proinsulina a insulina ocurre a través de la accion conjunta de dos
tipos de proteasas: las endoproteasas tipo tripsina, que cortan después de los
residuos dibasicos a cada extremo del dominio C; y de las exopeptidasas. Se han
identificado dos tipos de endoproteasas integrales de membrana dependientes de
iones Ca?* en los granulos secretores: PC2 y PC1/3. PC2 corta en la Arg31-Arg32
(primeras dos posiciones del péptido C) y PC1/3 (dependiente de 0.1 mM Ca?*) que
corta predominantemente en los residuos de Lys64-Arg65 (que son las ultimas dos
posiciones del péptido C) (Weiss et al., 2014).

Mediante estudios de inmunocitoquimica de las células B de los islotes pancreaticos
se ha reportado la presencia de PC2 y PC1/3, en la red trans Golgi, con habilidad
para convertir la proinsulina a insulina. La carboxilpeptidasa es otra exopeptidasa
gue remueve residuos basicos en el extremo carboxilo terminal después de los
cortes por la PC2 y PC1/3 (Weiss et al., 2014).

Los granulos inmaduros de secrecion se acidifican a través de una bomba de

protones dependiente de ATP, para que la proinsulina pueda sufrir los rompimientos
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proteoliticos especificos que dan como resultado la formacién de insulina y la
liberacion del péptido C (Hou et al. 2009).

El detonante de la iniciacion para la fusion de los granulos de insulina con la
membrana plasmatica es la elevacion del calcio intracelular, se piensa que el calcio
interactia con los miembros de las proteinas reguladoras de la fusion de
membranas (sinaptogaminas y complexinas), las cuales a su vez interactiian con
las proteinas de fusion Q- o t-SNAREs y SNAP2s de la membrana plasmatica, que
se asocian con las proteinas R- o v-SNAREs de los granulos de insulina,
permitiendo la fusién de las membranas y la exocitosis de la insulina (Hou et al.,
2009).

La exocitosis de los granulos de secrecion de insulina dependiente de Calcio, es el
principal mecanismo de secrecidn tanto a niveles basales de glucosa como a niveles
elevados. Muy poco o0 ninguna secrecion de la proinsulina ocurre del ER hacia la

membrana plasmatica por medio de vias no reguladas (Weiss et al., 2014).

Para que se libere la insulina debe atravesar la membrana del granulo y la
membrana de la célula beta. La membrana del granulo se fusiona con la membrana
plasmatica. De esta forma se permite la secrecion, sin perder la continuidad de la
membrana durante el proceso. Finalmente, la insulina atraviesa las paredes del
endotelio capilar gracias a sus numerosos poros cubiertos por una finisima
membrana. En sangre, se puede medir tanto la insulina como el péptido C, siendo
la proinsulina practicamente insignificante (Fernandez, 1992).

En los granulos de secrecion maduros de las células B, PC2, PC1/3 vy la
carboxilpeptidasa E, trabajan juntas para convertir la proinsulina en insulina madura,
separando el péptido C. Se ha visto que la PC1/3 corta primero la proinsulina en el
punto de union con la cadena B, generando un intermediario que es cortado
posteriormente por PC2 para producir insulina. Los granulos de secrecion de las
células B, maduran en el citosol (Weiss et al., 2014). Durante los procesos de
maduracién de los granulos, la insulina es cristalizada con zinc y calcio en la forma
de granulos con un centro denso y proteinas de membrana que permiten que

ocurran las diferentes vias de secrecion de la insulina. Los recién formados granulos
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con centro denso forman ahora parte de dos reservorios intracelulares: el reservorio
listo para liberarse (RRP) y el de reserva. Los cuales se piensa que son los
responsables de los dos tipos de liberacion de la insulina: uno a través de los
granulos de RRP que se asocian con la membrana plasmatica y llevan a una
liberacion dependiente del calcio, contribuyendo a una primera fase de secrecién de
la insulina. Mientras, la segunda fase de secrecion de la insulina requiere el trafico
de los granulos de reserva a la membrana plasmatica (Hou et al., 2009), como se

esquematiza en la figura 19.

Membrana Plasmatica

Reservorio . ‘ RRP

\ Via secretora

Via constitutiva

Salida por retencion

Clatrina

Salida constitutiva

Insulina

Figura 19. Rutas de secrecién de la insulina. Tomado de Hou y colaboradores (2009).
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Algunas enfermedades relacionadas con anomalias en la sintesis de insulina se
pueden deber a mutaciones del gen de la insulina que causan hiperinsulinemia o
hiperproinsulinemia, debido al remplazo de aminoacidos biolégicamente
importantes que llevan a la union defectuosa entre la insulina y su receptor de

membrana (Nishi y Najo, 2011).

Algunos tipos de diabetes MODY (maturity-onset diabetes of the young), que
constituyen las diabetes hereditarias, se deben a mutaciones en genes relacionados
con factores de transcripcién, como es el caso de la mutacion en el factor promotor
de la insulina IPF-1. Las diabetes tipo MODY suponen soélo entre el 1y el 5% de

todos los tipos de diabetes (Barrio, 2007).

La secrecion de insulina puede verse influenciada en algunos casos, por
alteraciones en su sintesis, a nivel transcripcional, traduccional o postraduccional
(en el Aparato de Golgi), asi como por factores que influencian la liberacién de los

granulos de secrecion (Wilcox, 2005).

Por dltimo, se cree que en la mayoria de los casos, la resistencia a la insulina, que
presenta una prevalencia mas alta en la poblacion, se debe a defectos relacionados
con las vias de sefializacién celular posteriores a la union de la insulina con su
receptor en la membrana citoplasmica, o a nivel de las proteinas de transporte de
la glucosa como GLUT 4 presente en las células adiposas y musculares (Wilcox,
2005, p. 27). La figura 20 resume la biogénesis de la insulina de manera

esquematica.
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Figura 20. Biosintesis y secrecion de la insulina.

péptido C

=5 insulina

36



5. Discusion y conclusiones

Se lograron los objetivos inicialmente planteados, al obtenerse un documento que
hace un recorrido por los procesos involucrados en la biogenesis de las proteinas
de secrecidén asi como por los compartimentos de las células eucariontes en los que
este proceso ocurre (nucleo, reticulo endoplasmico y aparato de Golgi). Lo anterior,
con una vision integral y sistémica, tal como lo sefiala el enfoque disciplinario del

programa de estudios de Biologia del CCH.

Por otra parte, en el presente trabajo se investigd y obtuvo informacién sobre la
biogénesis de la insulina; desde la secuencia del gen (indicandose la posicion de
sus intrones y exones), la secuencia del mMRNA, su procesamiento en las células
pancraticas y su secrecion. Este conocimiento sera de utilidad para facilitar el
aprendizaje de los alumnos de bachillerato ya que permitird implementar una
actividad en la que apartir de la secuencia del gen de la insulina, realicen la
transcripcion y posterior traducciéon del mRNA, con lo que se favorece su
aprendizaje. Ademas, el ejemplo que se brinda sobre la biosintesis de la insulina,
permite tener un panorama general de la biogénesis de proteinas de secrecion y de
cdmo este proceso se inicia en el nucleo celular con el proceso de transcripcion, del
gen de la insulina (DNA), activado por la presencia de concentraciones de glucosa
elevadas, para producir un pre-mRNA que sufre diferentes procesos de maduracion

como el el capping, splicing, y poliadenilacion.

La expresion del gen de la insulina ocurre en el nucleo de las células 3 de los islotes
de Langerhans del pancreas para después salir a través del complejo de poro
nuclear, hacia el citoplasma, donde inicia su traduccién, la cual se detiene una vez
gue se ha sintetizado el péptido sefial, que se une a la particula de reconocimiento
de la sefial SRP, que dirige a toda la maquinaria traduccional hacia la superficie del
reticulo endoplasmico. La proteina que se va sintetizando se trasloca al lumen del
reticulo endoplasmico, donde se ird plegando y modificando hasta convertirse en
proinsulina la cual es transportada mediante vesiculas hasta el Aparato de Golgi,

donde se forman los granulos de secrecion que van sufriendo procesos de
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maduracién yen los cuales se elimina de la proinsulina, el péptido C, y se convierte
en insulina, la cual es enviada a través de vesiculas hasta la membrana plasmatica,

para poder ser secretada.

Por todo lo anterior, el presente trabajo, constituye un valioso documento que podra
ser de apoyo a los docentes del bachillerato universitario, sobre todo para el
abordaje e implementacion de los nuevos programas de Biologia que entraran en
vigor a partir del ciclo escolar 2017-2018 y en donde se integraron nuevos
aprendizajes como el siguiente: "El alumno relaciona el transito de moléculas con el
sistema de endomembranas de la célula a partir de la informacién genética
contenida en la célula". Sin duda el presente trabajo podra servir como material de
apoyo Yy fuente de un ejemplo concreto (sintesis de insulina) para la promocion de

este aprendizaje en el aula.
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