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ací apareixen. Però un sol no pot fer això. Necessita parlar i discutir, contrastar amb 

altres bojos les bogeries que se li ocorren. Que li donen consells, que escolten les 
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sembrar en mi la llavor de la ciència quan pràcticament no sabia sumar i restar. 
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ho aprofitarem. 

El segon graó del podi (o pot ser que hi haja un empat en el primer) és sens dubte 

per al Siscu. De tu he après tot el que sé d'açò. Les hores que vaig passar al 

microscopi van ser un instant comparat amb les que hem passat discutint, 

hipotetitzant, elucubrant, tergiversant, i en ocasions, fins i tot resolent i trobant 

respostes. Però mentiria si diguera que açò ha sigut només una relació professional 

o acadèmica. També hem passat molts moments parlant de futbol o política, rient-

nos pràcticament de qualsevol cosa, i bé, puc dir que has sigut també un bon amic. 

Ah! També he après que una aposta amb tu, és una aposta perduda. 

La Elsa Meneses, o Elsaca Puntes, dins el lab ens hem rigut molt, i fins i tot hem 

treballat junts en alguna xicoteta ocasió. Sense tu, aquests dos últims anys al lab 

haurien sigut una miqueta més llargs. Fora del lab també hem rigut molt; cony!, fins i 

tot hem plorat. Per tot això, t'has convertit en una de les persones més importants 

en la meua tesi, què dic en la meua tesi? també en la meua vida. Quan vas arribar 
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al lab no sabies molt bé ni com em deia, qui sap? potser fins i tot creies que era dels 

Postigo. Ara confie que el meu nom no se t'oblide, perquè sempre que en el futur 

pense en els anys del doctorat, jo m’enrecordaré del teu (del teu nom, no del teu 

doctorat). En definitiva, el meu agraïment cap a tu no cap en aquestes línies, però 

estic segur que el coneixes de sobres. 

No sóc molt bo en això d'expressar amb paraules el molt que agraïsc a tots 

vosaltres el suport i l'amistat que m'heu regalat. Però podria ocupar cent pàgines 

fàcilment i encara no ho hauria dit tot, així que per això i també pel pànic a deixar-

me a algú en el tinter, seré molt breu en paraules, encara que segur sabreu que 

aquesta brevetat no es correspon amb la infinita gratitud que sent cap a vosaltres. 

Els post-docs, el Carles i la Marta, m'heu dedicat el vostre temps sempre que us he 

demanat el vostre valuós consell, ajudant-me molt a millorar la qualitat d'aquest 

treball. Quan m’assalte el dubte, trobaré a faltar trobar-vos sempre a l’altre costat 

d'aquesta porta de vidre ... 

... I els vostres jefes, el Carles Enrich i l’Albert Pol. Per vosaltres sent el major 

respecte cap a l'experiència i la maduresa científica, però també hi cap una mica de 

riure i broma amb una copa de cava o una bona cervesa a la mà. Gràcies pels 

vostres consells, i sobretot Albert, gràcies per aguantar tantes hores de palique 

entre Siscu i jo darrere de l'orella. 

La Maria i l’Alba, els pilars del dia a dia, les que et guien en aquestes primeres 

setmanes en què vas perdut i no saps ni on estàs assegut. Maria, per tu sempre 

tindré un xicotet espai en mi per a la espiritualitat, però poquet, eh? I tu Alba, 

recorda que el dia més curt de l'any no és més que el principi del camí cap al dia 

més llarg. 

Les Siscu's Girls, la Iona i la Maite. Amb tu, Maite, no he compartit tant com 

m'agradaria, però el camí que he recorregut el vas començar tu, i amb tu, Iona, 

aquest mateix camí se m'ha fet molt fàcil de recórrer amb tu al costat (i això que 

l'ordinador el tenies només tu). 

L’Anna i l’Ana, les xiques amb les que més cafès m'he pres (mai he sigut molt de 

cafès tampoc). Heu sigut, no, sou les meues amigues pràcticament des que us vaig 

conèixer, i si m'ho permeteu, seguirem sent-ho fins que la mort us porti. Gràcies per 

ser les meues confidents i per deixar-me a mi ser el vostre. És possible que hàgiu 

sigut una de les pedres "triangulars" d'aquesta tesi (si Ana, ara et toca a tu). 

Català, català, si no te l'ha fet, te la farà. Tenim tota la vida, Albert H., perquè faces 

realitat aquest refrany, perquè de moment l'única cosa que has fet és un amic per 

sempre. Gràcies pels consells científics, pels riures i per les cerveses (crec que 

encara hi ha alguna aposta impagada), i gràcies també per cedir-me el lloc de 

mascle alfa, crec que m'he ocupat bé d'elles i no han notat la diferència. 
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També han estat importants l’Andrea i l’Adam. Amb vosaltres he compartit moltes 

hores parlant no només de ciència. També de cinema, de política, i com no, 

d'esports. M'ha agradat compartir tot això amb tu, Andrea, des de l'altre costat de la 

badia. Forza Depor! I Adam Kassan, no sé si arribaràs a llegir això, però no puc 

deixar d'agrair les converses sobre ciència i religió i sobre la vida, i encara que va 

ser poc temps el que vam compartir, va ser bastant per considerar-te un bon amic i 

dedicar-te ací algunes línies . 

Les Enrich's Girls que em falten, la Meri i la Sandra. Us mereixeu també bona part 

del meu agraïment. Encara que potser no hàgim arribat a formar llaços forts entre 

nosaltres, l'estima que us tinc no es mesura ni amb el regle per mesurar paper 

Whatman, i us agraïsc molt que hagueu estat ahí sempre que us he necessitat. 

No m'oblide de tots els màsters i "erásmuses". La Cèlia, la Maria, la Bàrbara o la 

Camilla. I com no!, el Frede i l’Albert!. No sabeu el que he trobat a faltar les xerrades 

i els riures a la nostra badia des que vaig deixar el lab, i com les seguiré trobant a 

faltar. I sobretot a l'Albert, saps que sense tu alguna pota d'aquesta tesi estaria una 

mica coixa. Gràcies. 

Tot el grup de les/els Neus, moltíssimes gràcies. Tant de bo haguérem compartit 

també el lab. El que sí que vam compartir, a banda de seminaris i una mica de 

material, van ser molts bons moments fora del lab, que espere que pugam tornar a 

repetir moltes vegades més (als seminaris sí que no aniré, crec). 

Tampoc m'oblide d'aquest gran alacantí que viu en l'ala oest. El David, que a part 

del nom tens moltes altres coses genials. Recordaré amb afecte tots aquests 

moments de cigarret, de converses i batalletes, i de birres al bar. A vore si algun dia 

ens veiem al carrer Nou del Convent i ens mengem una bona paella. 

I ací hi ha també les xiques del confo, la Maria, l’Anna i l’Elisenda (i el Dani). Que 

importants heu sigut durant aquesta tesi. Agraïsc de cor totes les hores invertides en 

millorar les condicions del microscopi i en donar consells perquè les llargues 

sessions de fotos es feren una miqueta més curtes. 

La Teresita, l’Alba Llopis, l’Alba Gómez, la Marta Sánchez, l’Atilla o la Eulàlia. Tots 

han sigut importants en algun moment durant aquesta tesi i també vull deixar-vos un 

xicotet espai en aquestes pàgines. Gràcies per compartir sopars, rialles, cerveses o 

les tres coses. 

També esmentaré a les xiques i xics del Centre d'estudis Neo. En aquestes 

xicotetes aules he deixat un grapadet de bons companys de classe, de bons amics 

als que de ben segur que tornaré a vore moltes vegades més. 

La meua família ha sigut i és el pilar de qualsevol cosa que he fet a la vida. I encara 

que durant aquesta tesi no l'he tingut tan a prop com haguera volgut, els he sentit 

tan a prop com sempre. Gràcies als meus pares, a Jaume, que m'ha acompanyat en 
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el dia a dia mentre escrivia aquesta tesi, a Pepito, Vicent, Carlos, Vero i Raquel, a 

cunyades i cunyats, nebodes i nebots i ties i tios. Sense tots vosaltres pot ser que 

ara estiguera carregant rajoles en un carretó (i guanyant molt més diners!). 

I finalment no em puc oblidar d'aquella que amb els seus enormes braços ha 

sacsejat tot aquest còctel, perquè tots aquests anys foren dels millors de la meua 

vida. Parle de Barcelona. Eres la meua ciutat favorita abans de conèixer-te, i ara 

que et conec ho ets encara més. En tu he treballat, he anat de festa, he passejat, 

sol o acompanyat, a peu o en bici (milers de quilòmetres), i gràcies a tu tot ha eixit a 

pedir de boca. No et mogues del lloc, perquè tin per segur que algun dia tornaré, i 

pot ser que ja no me’n vaja. 

Vaja, doncs al final m'he embolicat i no he sigut tan breu com pretenia. Ací queda 

doncs part del meu agraïment, la que es pot expressar amb lletres. L'altra part ja la 

sabeu. 

Gràcies a tots i fins sempre! 

David 
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1. Endocitosis 

La cara externa de la membrana plasmática es el elemento a través del cual la 

célula puede comunicarse con el ambiente que le rodea. Por medio de la 

endocitosis se forman nuevas membranas internas a partir de la membrana 

plasmática, permitiendo la regulación de su composición, la captación de proteínas 

transmembrana o lípidos de membrana, nutrientes, ligandos, proteínas, solutos, 

fluidos o cuerpos sólidos de gran tamaño, como patógenos e incluso células 

intactas. La regulación de la endocitosis por parte de la célula permite el control de 

muchos procesos como la nutrición, las vías de señalización, el reciclaje de 

membrana, la mitosis o la migración celular. Sin embargo, la endocitosis no es un 

Vía 
Morfología y 
tamaño 

Proteínas 
de 
cubierta 

Dependencia 
de dinamina 

GTPasas 
pequeñas 
involucradas 

Cargos 
internalizados 

Proteínas 
reguladoras o 
asociadas 

Fagocitosis 
Cargo-
dependiente  
>500 nm 

No No 

Rac1/RhoA/ 
Cdc42 
(dependiendo 
del tipo) 

Patógenos, 
células 
apoptóticas 

Actina, Arp2/3, 
forminas, PI3K, 
WASP, WAVE, 
anfifisina, 
coronina, etc 

Macropinocitosis 
Ondulada 
0.2-10 µm 

No 
En algunos 
casos 

Rac1, Cdc42, 
Arf6, Rab5 

RTKs, fluidos, 
bacterias 

Actina, Arp2/3, 
cortactina, PI3K, 
Src, Pak1, Ras, 
etc 

CDE 
Vesicular 
150-200 nm 

Clatrina Si Rab5 
RTKs, GPCR, 
TfR, LDLR, 
virus, etc 

AP-2, epsinas, 
Eps15, 
intersectina, 
anfifisina, etc 

Dependiente de 
caveolina 

Forma de 
omega 
50-120 nm 

Caveolina1 
y 2 

Si No está claro 

Proteínas de 
unión a GPI, 
CTxB, SV40, 
TGF-βR, etc 

PTRF/cavina1, 
SDPR/cavina2, 
SRBC/cavina3, 
MURC/cavina4, 
Src 

CLIC/GEEC Tubular No No Cdc42, Arf1 

Fluidos, 
membrana, 
proteínas de 
unión a GPI  

Actina, GRAF1, 
ARHGAP10 

IL-2Rβ 
Vesicular 
50-100 nm 

No Si RhoA, Rac1 
IL-2Rβ, receptor 
de γc-citokina 

Pak1 y 2, 
cortactina, N-
WASP 

Dependiente de Arf6 Tubular No 
No, de 
momento 

Arf6 
MHC I-II, CD59, 
CD55, Glut1, 
AchR 

Ninguna, de 
momento 

Dependiente de 
flotilina 

Vesicular 
Flotilina 1 y 
2 

No Ninguna 
CTxB, CD59, 
proteoglicanos, 
DAT, EAAT2 

Ninguna, de 
momento 

 
Tabla 1. Las rutas endocíticas conocidas, sus características físicas y la maquinaria molecular 
implicada. De sus siglas en inglés: CLIC, portadores independientes de clatrina; GEEK, compartimento 
endosomal temprano enriquecido en GPI-AP; RTK, receptor de tirosina quinasa; GPCR, receptor 
asociado a proteína G; TfR, receptor de transferrina; LDLR, receptor de lipoproteína de baja densidad; 
DAB2, disabled-2; ARH, hipercolesterolemia autosómica recesiva; CTxB, toxina colérica B; SV40, 
simian virus 40; GPI, glicosilphosphatidilinositol; MHC, complejo principal de histocompatibilidad; TGF-
R, receptor del factor de crecimiento transformante; PTRF, factor de la polimerasa y liberación de 
transcrito; SDPR, respuesta a la privación de serum; SRBC, producto génico relacionado con Sdr que 
une c-quinasa; MURC, proteína coiled-coil restringida a músculo; CtBP1, proteína de unión al COOH-
terminal 1; DAT, transportador de dopamina; EAAT2, transportador de glutamato glial; AchR, receptor 
de acetylcholine. Modificada de Sigismund et al, 2012 

1
.   
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único proceso simple y universal, sino un complejo sistema de múltiples rutas de 

entrada interconectadas, cuya regulación requiere de una complicada red de 

factores para su correcto funcionamiento espacio-temporal.  

Según el volumen que se internalice, podemos hablar de endocitosis a gran escala 

o de pinocitosis. La endocitosis a gran escala incluye la fagocitosis, en la que se 

produce la entrada de partículas sólidas de gran tamaño, y la macropinocitosis, con 

entrada de grandes volúmenes líquidos. La pinocitosis, en cambio, es la endocitosis 

de pequeños volúmenes o solutos. Dentro de este último tipo, existen dos vías 

principales según la maquinaria molecular implicada, y son la vía mediada por 

clatrina (CDE, Clathrin-dependent endocytosis) y la vía independiente de clatrina 

(CIE). La primera de ellas es la ruta endocítica mejor caracterizada y se conocen 

bien los mecanismos implicados. Sin embargo, la vía independiente de clatrina es 

un grupo heterogéneo de rutas de entrada cuyo conocimiento es todavía muy 

deficiente. No obstante, el número de estudios publicados sobre ésta vía ha 

aumentado exponencialmente en los últimos años, lo que ha permitido hacer 

algunas clasificaciones según su dependencia de dinamina, la presencia de 

proteínas de cubierta como la caveolina o la dependencia de GTPasas pequeñas. 

En la tabla 1 se expone la complejidad molecular de cada una de las vías de 

internalización conocidas 
1
, las cuales se expondrán a continuación. 

 

1.1. Endocitosis dependiente de clatrina 

La CDE fue la primera ruta endocítica descrita
2-4

 y la mejor caracterizada. El 

material es internalizado desde la membrana plasmática mediante la formación de 

invaginaciones (CCP, clathrin-coated pits) y vesículas (CCV, clathrin-coated 

vesicles) recubiertas de clatrina. Esta proteína es un trímero de tres cadenas 

pesadas, cada una de las cuales se asocia con una cadena ligera. La estructura 

resultante de esta asociación recibe el nombre de triskelion (figura 1). Cuando la 

clatrina se ensambla durante la endocitosis, el centro de cada triskelion forma uno 

de los vértices de un poliedro con lados hexagonales y pentagonales, que es la 

cubierta de las CCPs y la CCVs, la cual puede acomodarse en un gran rango de 

curvaturas dependiendo del número de triskelia que formen parte de la estructura.  
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Para la formación de esta cubierta en el inicio del proceso, la clatrina no se une 

directamente a la membrana plasmática, sino que se asocia a un amplio rango de 

proteínas adaptadoras y accesorias, que pueden ser diferentes según el tipo celular 

e incluso dependiendo del cargo que vaya a internalizarse. Todas estas proteínas 

adaptadoras son citoplasmáticas, y son reclutadas a la vesícula naciente. La 

secuencia comienza con el reclutamiento de proteínas de unión a fosfatidilinositol-

4,5-bifosfato [PI(4,5)P2], que es un factor clave en la endocitosis mediada por 

clatrina, entre las que se encuentra la proteína adaptadora 2 (AP2) 
6,7

. La AP2 

recluta a la clatrina, que polimeriza para formar la cubierta y estabilizar la curvatura 

de la CCP. La escisión de la CCV a partir de la CCP requiere de la acción de la 

GTPasa dinamina 
8
, que es reclutada al cuello de la CCP por proteínas con 

dominios BAR (Bin-Amphiphysin-Rvs). Estas proteínas contribuyen a la 

estabilización de la curvatura, sobretodo en la región del cuello de la CCP. La 

polimerización de la dinamina conlleva la hidrólisis de GTP y la escisión para formar 

la CCV. La polimerización de actina mediada por el reclutamiento de Arp2/3 puede 

contribuir en ocasiones a generar la fuerza mecánica necesaria para la escisión 
9
. 

Se ha descrito que la polimerización de actina no es necesaria en la entrada de 

algunos cargos por la vía mediada por clatrina 
10

, pero si se requiere para este tipo 

de endocitosis en levaduras 
11

. Una vez formada la CCV, la red de clatrina de la 

cubierta se desensambla nuevamente en triskelia con la ayuda de la proteína 

 

Figura 1. Estructura del triskelion de 
clatrina. Se muestran las cadenas pesada y 
ligera de la clatrina y la estructura 
tridimensional en forma de trípode o 
triskelion adoptada tras su ensamblaje. 
Modificado de Xing et al, 2010 

5
. 
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ATPasa HSC70 (Heat shock cognate 70) y de la auxilina 
12

, cuyo reclutamiento es 

facilitado por la endofilina, una proteína con dominio BAR, y la sinaptojanina, que 

modifica los niveles de fosfoinositoles en la membrana 
13

. Todo ello da lugar a una 

vesícula desnuda que puede ahora fusionarse con los endosomas tempranos 

(EEs), permitiendo a la clatrina ser reclutada nuevamente allá donde sea necesaria 

(figura 2). 

La endocitosis mediada por clatrina controla la internalización, tanto constitutiva 

como inducida por la unión de un ligando, de muchos receptores implicados en 

diversos procesos celulares clave, como la diferenciación, la homeostasis o el 

crecimiento celular 
15

, pero también es aprovechada por bacterias, virus o toxinas 

como vía de entrada a la célula 
16-19

. Ejemplos paradigmáticos de endocitosis 

constitutiva dependiente de clatrina son las del receptor de transferrina (TfR) o del 

LDLR 
20,21

. Receptores que se internalizan tras una inducción por la unión de su 

ligando son el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) o el receptor 

adrenérgico β2 
22,23

. 

1.2. Fagocitosis 

La fagocitosis se define como la internalización de partículas mayores de 500 nm y 

requiere del reconocimiento y unión por receptores de la superficie celular. Este tipo 

 

Figura 2. Representación simplificada del proceso de endocitosis mediada por clatrina. La 
maduración de una CCP hasta la formación de una CCV y la desestructuración de la cubierta de clatrina 
se produce mediante la acción secuencial de diversas proteínas adaptadoras y accesorias, además de 
la participación de fosfoinositoles como PI(4,5)P2. Modificado de Milosevic et al, 2011 

14
. 
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de endocitosis es llevado a cabo generalmente por células fagocíticas 

profesionales, como neutrófilos, macrófagos o células dendríticas, que ingieren 

cuerpos extraños como bacterias, virus o células fúngicas, así como cuerpos 

derivados de células apoptóticas.  

Los fosfolípidos juegan un papel importante en la regulación de la señalización que 

conduce al proceso fagocítico. El PI(4,5)P2 se encuentra en bajas cantidades en la 

cara interna de la membrana plasmática de fagocitos en reposo. Después del 

reconocimiento de la partícula por un receptor, los niveles de PI(4,5)P2 aumentan, 

induciendo protrusiones de membrana (pseudópodos), que formarán la estructura 

que englobará la partícula fagocitada, para luego disminuir y dar paso al incremento 

de PI(3,4,5)P3 
24-26

. Estos cambios facilitan la remodelación del citoesqueleto de 

actina subyacente a la membrana plasmática. La polimerización de la actina 

durante la fagocitosis es regulada por las GTPasas Rac1 y Cdc42, que activan 

proteínas involucradas en la polimerización y ramificación de los filamentos de 

actina (F-actina), como Arp2/3 o WASP (Wiskott-Aldrich síndrome protein), lo que 

permite la extensión de los pseudópodos para englobar por completo la partícula 
27

. 

Tras la escisión de la membrana plasmática, el fagosoma recién formado se dirige 

hacia los lisosomas, para formar el fagolisosoma, donde la partícula será digerida 

28
. 

1.3. Macropinocitosis 

La macropinocitosis es una ruta para la ingesta no selectiva de grandes volúmenes, 

macromoléculas en solución e incluso partículas sólidas como virus o bacterias y 

que tiene lugar en muchos tipos celulares. De forma constitutiva en ocasiones, o 

después de la estimulación con factores de crecimiento en la mayoría de los casos, 

la polimerización de actina en el córtex celular favorece la formación de 

ondulaciones o ruffles en la membrana plasmática ricas en actina. Estos ruffles se 

extienden hacia el exterior de la célula hasta cerrarse sobre sí mismos, fusionando 

su cresta con la membrana plasmática y englobando así el material, dando lugar al 

macropinosoma 
29

 (figura 3). Este proceso es regulado por la acción de la PI3K, la 

cual a su vez regula GTPasas como Rac1 y Cdc42, que mediante efectores como 

WASP, Arp2/3 o Pak1 (p21-activated kinase), y junto a moléculas como PI(4,5)P2, 
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regulan la reordenación del citoesqueleto de actina y la remodelación de la 

membrana plasmática necesarias para la formación del macropinosoma 
30,31

. 

1.4. Endocitosis independiente de clatrina 

La fagocitosis y la macropinocitosis no se han incluido en este apartado, pese a que 

son procesos que no requieren clatrina y comparten gran parte de la maquinaria 

molecular implicada en algunos procesos independientes de clatrina, especialmente 

en lo relativo a la dinámica del citoesqueleto de actina. Sin embargo, pueden 

considerarse vías marcadamente separadas por la gran cantidad de material que 

internalizan en comparación con las demás vías conocidas que no están mediadas 

por clatrina, y por tanto, hemos creído conveniente su inclusión en otros apartados. 

Hasta la década de 1990, la existencia de vías de internalización independientes de 

clatrina (CIE) era todavía controvertida. Pero la aparición de diversos estudios que 

describían procesos de endocitosis en los que la clatrina parecía no estar 

involucrada sugería que podía haber sucesos de internalización que no utilizaran la 

maquinaria molecular típicamente relacionada con la CDE 
32,33

. La primera CIE 

descrita fue la vía dependiente de caveolina 
34

, aunque esta vía, al igual que la vía 

de clatrina, dependía de la acción de la dinamina 
35

. Sin embargo, pronto se 

describieron nuevas rutas de entrada que eran independientes tanto de clatrina 

como de caveolina 
33

. El conocimiento de estas vías desde entonces ha ido en 

 

Figura 3. Macropinocitosis. Esquema simplificado de la formación de un macropinosoma. En azul se 
muestra la membrana plasmática y en negro el citoesqueleto de actina (adaptado de Lim and Gleeson, 
2011) 

29
. 
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aumento hasta hoy 
36

, caracterizándose diversas vías, constitutivas o inducidas, y 

con diferentes requerimientos moleculares. Ello demuestra que las vesículas 

pueden ser formadas a partir de invaginaciones de la membrana plasmática sin la 

acción de la clatrina, e incluso de la caveolina o la dinamina, mediante la 

participación de elementos como el citoesqueleto de actina o proteínas que inducen 

o son sensibles a la curvatura, como las proteínas con dominios BAR.  

1.4.1. Endocitosis mediada por caveolina 

En 1972 se propuso el modelo de mosaico fluido para definir la naturaleza de la 

membrana plasmática 
37

. Este modelo postulaba la existencia de una distribución 

más o menos homogénea de proteínas y fosfolípidos, y que dichos elementos 

podían difundir lateralmente de forma libre a lo largo de la membrana. Pero en la 

década de 1980 surgieron estudios en los que se describía una distribución de la 

membrana en forma de microdominios, que estaban enriquecidos en diversas 

clases de lípidos y proteínas 
38

. Estos microdominios fueron denominados lipid rafts 

o balsas lipídicas. Son dominios enriquecidos en glicoesfingolípidos, colesterol y 

PI(4,5)P2, que ‘flotan’ en el resto de la membrana plasmática, menos ordenada. 

Tienen un tamaño medio que ronda los 50 nm de diámetro, aunque puede oscilar 

entre los 10 y los 200 nm, con una fluidez menor que la de la membrana de su 

entorno. 

Las caveolas son consideradas una forma específica de balsa lipídica, también 

enriquecida en esfingolípidos y colesterol. Son invaginaciones de la membrana 

plasmática en forma de omega, fácilmente reconocibles por microscopia electrónica 

(figura 4A y B), cuya aparición depende de la presencia de la caveolina. Existen 3 

caveolinas diferentes en mamíferos. La caveolina-3 es específica de células 

musculares, y la caveolina-1 y -2 se expresan de forma ubicua, aunque es la 

expresión de la caveolina-1 la que determina la aparición de caveolas invaginadas 

39
 y la presencia de una cubierta de aspecto estriado (figura 4B). La caveolina-1 se 

une a unas proteínas adaptadoras llamadas cavinas 
40

, que facilitan su 

polimerización, acumulándose aproximadamente 150 moléculas de caveolina-1 en 

cada caveola. El colesterol es esencial para la formación de estas estructuras y su 

eliminación de la membrana plasmática mediante agentes como la filipina es 

suficiente para desensamblar la cubierta de caveolina y promover la desaparición 
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de las invaginaciones 
34

. Al igual que en la vía dependiente de clatrina, la dinamina 

es esencial para la escisión y formación de vesículas a partir de las caveolas.  

Se cree que existen dos tipos diferenciados de caveolas, uno de ellos, 

predominante, tiene una naturaleza estática, aunque con cierto grado de 

dinamismo, y el otro, menos abundante, es altamente dinámico, con una continua 

liberación y fusión con la membrana plasmática 
41,42

. 

 Las caveolas están implicadas en la internalización de varios marcadores 
44

. Así, 

por ejemplo, aunque las caveolas pueden permanecer durante largos periodos en la 

membrana plasmática, la activación de las integrinas puede inducir la endocitosis 

de caveolas e inducir por tanto su propia internalización y la reducción de integrinas 

en la membrana 
45

. Su entrada también puede ser estimulada por el virus SV40, 

que aprovecha la vía dependiente de caveolina para entrar en la célula. Algunas 

proteínas que regulan la entrada del virus SV40, al igual que la propia integrina, 

están implicadas en la adhesión celular, y son un claro vínculo entre ésta y la 

endocitosis dependiente de caveolina. Las caveolas tienen también una implicación 

en la transcitosis en células endoteliales, habiéndose descrito un papel en el 

transporte transcelular de la albumina 
46

. Asimismo, esta vía es usada también por 

algunas toxinas como la toxina colérica (CTxB), aunque la inhibición de la 

caveolina-1 no inhibe por completo su entrada 
47

. Se ha descrito la implicación del 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Imágenes de microscopía electrónica de caveolas en fibroblastos. (A) Micrografía 
electrónica de transmisión de una sección fina. (B) Micrografía electrónica de grabado por 
congelación (freeze-etch), donde se puede ver la cara interna de la membrana plasmática. Adaptado 
de Shaul & Anderson, 2008 
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citoesqueleto de actina en muchos procesos de endocitosis relacionados con las 

caveolas, como el de la internalización del virus SV40 ya comentado 
48

. La actina 

juega un papel clave en la formación de las vesículas caveolares y su 

despolimerización local en el córtex celular parece necesaria para la translocación 

de los caveosomas escindidos hacia el interior del citosol. 

Además de la endocitosis, la caveolina-1 está también implicada en la transducción 

de señales y en la homeostasis de colesterol 
49,50

, aunque en estos casos se ha 

descrito un papel de la caveolina-1 tanto en presencia como en ausencia de 

caveolas.  

1.4.2. Endocitosis tipo CLIC/GEEC 

Se han descrito en eucariotas más de 200 proteínas que están ancladas a la 

membrana mediante un glicosilfosfatidilinositol (GPI). Estas proteínas ancladas a 

GPI (GPI-AP) se encuentran en la cara externa de la membrana plasmática y 

carecen de extensiones citosólicas, por lo que no son capaces de interaccionar 

directamente con otras proteínas del interior de la célula. Las GPI-AP son más 

abundantes en las balsas lipídicas y raramente se encuentran en zonas donde se 

produce la endocitosis dependiente de clatrina o de caveolina, pero sin embargo, su 

endocitosis parece necesaria para que puedan ejercer su función 
51,52

. Muchas GPI-

APs son receptores de algunos virus, bacterias y toxinas, y después de su unión 

pueden ser internalizadas 
53,54

, por lo que es importante conocer los mecanismos de 

esta vía de endocitosis. Esta vía ha recibido el nombre de CLIC/GEEC (CLathrin-

Independent Carriers/GPI-AP Enriched Early endosomal Compartment). Los 

GEECs son estructuras endosomales enriquecidas en GPI-AP y se cree que son el 

resultado de la fusión de CLICs con morfología túbulo-vesicular provenientes de la 

membrana plasmática 
55

. Se ha descrito que la internalización por la vía 

CLIC/GEEC es dependiente de la acción de la RhoGTPasa Cdc42 y de la presencia 

de colesterol e independiente de clatrina y de dinamina 
56

, y pese a que se ha 

descrito la presencia de caveolina en las estructuras endosomales de tipo GEEC, 

probablemente debido a su afinidad por membranas marcadamente curvadas, su 

acción parece innecesaria para el funcionamiento de esta vía de internalización. 



Endocitosis 

42 
 

Algunos estudios indican que la organización de las GPI-AP en la membrana 

plasmática durante su endocitosis podría no ser debida a propiedades específicas 

de estas proteínas y los lípidos a los que se anclan, sino a una exclusión de las 

zonas de membrana donde tiene lugar la organización y formación de los CCPs 

durante la endocitosis dependiente de clatrina, ya que parece más importante el 

tamaño de la proteína que la naturaleza del GPI para que la GPI-AP sea 

internalizada hacia los GEECs y excluida de la vía de clatrina 
57

. 

Uno de los elementos importantes para el funcionamiento de la vía CLIC/GEEC es 

la proteína GRAF1, que contiene un dominio BAR y es necesaria para generar la 

curvatura de las estructuras tubulares de esta ruta endocítica 
58

. Como hemos 

comentado anteriormente, otra proteína clave es Cdc42. La polimerización de actina 

dependiente de Cdc42 es un factor necesario para la función de la vía, ya que ésta 

es inhibida por agentes de disrupción de la actina o por la expresión del dominante 

negativo Cdc42-N17 
59

. Además, la depleción de colesterol, otro elemento clave 

para la vía de CLIC/GEEC, inhibe la activación de Cdc42 y su reclutamiento a la 

membrana plasmática, por lo que esta ruta de entrada parece estar controlada por 

la polimerización de actina en la membrana dependiente de la acción de Cdc42, 

cuya activación es sensible al colesterol 
56

. 

Además de su implicación en la endocitosis de GPI-APs, la vía CLIC/GEEC parece 

ser la principal vía de entrada de membrana y de fase fluida, y parece tener un 

importante papel en el reciclaje de membrana, activándose por ejemplo en el borde 

anterior de las células migrantes 
60

.   

1.4.3. Endocitosis dependiente de Arf6 

Arf6 es una GTPasa pequeña que está localizada en la membrana plasmática y en 

los compartimentos endosomales, y regula el tráfico de membranas además de la 

dinámica del citoesqueleto de actina 
61

. Como todas las GTPasas, Arf6 puede 

alternar entre un estado activo, unido a GTP e inducido por proteínas GEF (Guanine 

nucleotide Exchange Factor), y un estado inactivo unido a GDP e inducido por 

proteínas GAP (GTPase-Activating protein). Aunque la vía de internalización 

dependiente de Arf6 tiene muchos puntos en común con la vía de CLIC/GEEC, 

como la importancia de las balsas lipídicas, la morfología a veces tubular de las 
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estructuras endocíticas o la internalización por la vía de Arf6 de algunas GPI-APs, 

estas dos vías parecen ser rutas distintas de tráfico de membrana. Arf6 es uno de 

los principales activadores de PIP5K en la membrana plasmática y por tanto puede 

aumentar los niveles de PI(4,5)P2, regulando así tanto la CDE 
62

, como las vías 

independientes de clatrina. 

La vía dependiente de Arf6 está relacionada con la internalización, tráfico 

intracelular y reciclaje de vuelta a la membrana plasmática de diversas proteínas 

como CD59 (una GPI-AP), MHC-I, E-caderina, el receptor de poli-Ig, o la β1-

integrina 
64-66

. La regulación por Arf6 del tráfico de β1-integrina tiene gran influencia 

en la capacidad de migración e invasión celular. Se ha descrito que la β1-integrina 

puede encontrarse en endosomas de reciclaje regulados por Arf6, los cuales no 

pueden ser reciclados hacia la membrana plasmática cuando Arf6 es inhibido 
67

. 

Además, la inhibición de ACAP1, una GAP de Arf6, inhibe el reciclaje de integrina y 

la migración celular 
68

, lo que parece indicar que el ciclo activación/desactivación de 

Arf6 es necesario para su acción sobre la endocitosis y el reciclaje. Un factor clave 

en la regulación del tráfico de membranas y la migración celular es la capacidad de 

Arf6 para regular la dinámica del citoesqueleto de actina, y dicha regulación viene 

dada en parte por la relación de Arf6 y Rac1. Arf6 puede inducir la translocación de 

Rac1 a la membrana plasmática y regular su activación, dando lugar a 

reordenamientos del citoesqueleto de actina
 69

. De hecho, la inhibición de Arf6 por 

parte de un complejo formado por la integrina unida a elementos de las adhesiones 

 
 

 

Figura 5. Arf6 regula la migración celular 
mediante el tráfico de integrinas y la 
activación de Rac1. Esquema simplificado de 
la relación entre la integrina en las adhesiones 
focales y la activación de Rac1 por parte de 
Arf6. La integrina induce la inactivación de Arf6 
y Rac1 mediante la formación de un complejo 
con paxilina y GIT, una GAP de Arf6, inhibiendo 
así la formación de lamelipodios. (ARNO: Arf6-
GEF). Modificado de Nishiya et al, 2005 

63
. 
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focales como la paxilina, y a proteínas GAP de Arf6, inhibe en última instancia la 

formación de estructuras migratorias dependientes de Rac1, como los lamelipodios, 

durante la migración celular 
63

 (figura 5). Por tanto, la internalización de integrinas 

puede a su vez estimular la migración celular. 

 

1.5. Endocitosis y citoesqueleto 

La F-actina y los microtúbulos (MTs) poseen una polaridad intrínseca, que es 

utilizada por proteínas motoras para moverse a los largo de los filamentos del 

citoesqueleto 
70,71

. La actina es una proteína globular presente ubicuamente en 

eucariotas, capaz de formar estructuras filamentosas dinámicas (F-actina), 

constituyendo la mayor parte del citoesqueleto. La F-actina puede asociarse con un 

gran número de proteínas que regulan su tasa de ensamblaje y desensamblaje, así 

como su reorganización en estructuras más complejas, como haces o redes 

entrecruzadas. Muchos de los procesos de reordenación del citoesqueleto de actina 

se producen en las regiones subyacentes a la membrana plasmática, donde puede 

participar en procesos de remodelación de membrana durante la migración, la 

determinación de la morfología celular o la endocitosis. Los componentes del 

citoesqueleto de actina participan en muchos tipos de endocitosis, como la CDE, la 

endocitosis dependiente de caveolas, la vía CLIC/GEEC, la macropinocitosis o la 

fagocitosis 
24,30,48,56,72,73

. La participación de la actina en la endocitosis se ha 

observado desde levaduras hasta mamíferos, lo que sugiere que la maquinaria 

relacionada con la dinámica de actina participa en la mayoría, sino todas, las vías 

de internalización, pudiendo jugar un papel similar en todas ellas. 

Hay evidencias de que la actina es necesaria en varios estadios de la CDE durante 

la formación de las CCVs, proveyendo primero un andamiaje para el ensamblaje de 

la maquinaria endocítica, luego la fuerza necesaria para la constricción y fisión de la 

vesícula y más tarde la fuerza para el transporte hacia el interior de la célula en 

asociación con proteínas motoras, principalmente miosinas 
74-77

. Las miosinas 

pueden ser reclutadas a microdominios de membrana. Por ejemplo, la miosina 1b 

se localiza en regiones de la membrana plasmática ricas en PI(4,5)P2 
78

. Otras 

miosinas, como la miosina VI se asocia con proteínas adaptadoras de la CDE 

durante la internalización 
79

. En la endocitosis del virus SV40, que utiliza la vía 
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dependiente de caveolina, también se ha observado una participación similar del 

citoesqueleto de actina a lo largo de todo el proceso de internalización 
48

. Se ha 

descrito también la asociación de varias proteínas relacionadas con el citoesqueleto 

de actina con los procesos de fagocitosis y macropinocitosis, así como la 

participación de varias proteínas reguladoras de actina como son las GTPasas o la 

PI3K 
31

.  

Los MTs son elementos filamentosos importantes en la localización de orgánulos, 

así como en el transporte de material entre ellos. A diferencia del transporte a lo 

largo de la F-actina, el transporte por MTs es relativamente rápido, con una 

velocidad aproximada de 1 µm/s. La quinesina y la dineina son proteínas motoras 

que se encargan del transporte a lo largo de los MTs hacia la periferia celular o 

hacia el centro, respectivamente, transportando material a grandes distancias 

dentro de la célula 
80

. Está bien descrito que los MTs y las proteínas motoras de 

MTs son capaces de deformar o moldear las membranas celulares y pueden 

relacionarse estrechamente con las membranas endosomales, siendo claves para 

la organización y función del sistema endosomal 
81

. Sin embargo, se cree que no 

participan en los estadios tempranos de la endocitosis durante la invaginación y 

formación de vesículas desde la membrana plasmática. 

No obstante, los MTs y sus proteínas motoras pueden actuar junto a la actina y las 

miosinas para promover la tubulación de la membrana, mediante proteínas que son 

capaces de asociar ambos elementos del citoesqueleto, como WASH, WHAMM o 

mDia1 
82-84

. Estas proteínas pueden colaborar llevando las invaginaciones tubulares 

(o TTCs, véase apartado 1.7 de la introducción), elongados mediante mecanismos 

dependiente de actina, hacia los “caminos” de MTs, facilitando su unión con 

proteínas motoras como quinesina o dineina. 

 

1.6. Remodelación de la membrana plasmática 

Muchos procesos celulares requieren cambios rápidos y dinámicos de la membrana 

plasmática para formar estructuras esenciales para su funcionamiento. La 

remodelación de la membrana es un aspecto fundamental no solo en la endocitosis 

sino también en la migración celular, la mitosis o la señalización. La capacidad de la 
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célula para acometer estos cambios depende en gran medida de la composición y 

distribución lipídica y proteica de la membrana.  

1.6.1. Proteínas con dominios BAR  

Existen numerosas proteínas que contienen dominios de unión a lípidos y a 

membranas más o menos conservados en todas las células eucariotas. La mayoría 

de ellas están implicadas en procesos como el tráfico de membranas, la 

señalización celular y la migración, y juegan un importante papel en la remodelación 

y la relación entre las diferentes membranas de la célula. 

Unos de los dominios más comúnmente presentes en las proteínas de unión a 

membrana son los dominios de la familia BAR (Bin-Amphiphysin-Rvs161/167). 

Todas estas proteínas comparten un dominio BAR en el extremo N-terminal, 

susceptible de adoptar una estructura homodimérica de 6 α-hélices con una 

curvatura que contiene residuos con carga positiva posicionados en la parte 

cóncava, y que interaccionan con fosfolípidos de membrana cargados 

negativamente. Existen varias subfamilias clasificadas según su secuencia o su 

estructura y grado de curvatura que generan: las BAR clásicas, las N-BAR (N-

 

Tabla 2. Los diferentes tipos de dominios BAR. Se muestra la estructura tridimensional y algunas de 
las proteínas que los contienen. Adaptada de Frost et al, 2009 

85
. 
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terminal amphipathic α-helix BAR), las BAR-PH (pleckstrin homology), las BAR-PX 

(PhoX), las F-BAR (Fes-CIP4) y las I-BAR (inverse-BAR), que presentan los 

residuos positivos en la cara convexa (tabla 2). Como se puede ver en la tabla, 

todas las proteínas BAR están intrínsecamente curvadas y esto les permite generar 

determinadas curvaturas, estabilizar la curvatura generada por otras fuerzas o 

detectar curvaturas para después reclutar otras proteínas BAR que las propaguen. 

Se ha descrito la implicación de proteínas BAR en la generación y estabilización de 

la curvatura de membrana de túbulos endocíticos, túbulos-T de células musculares, 

endosomas, filopodios, mitocondrias, podosomas o anillos contráctiles 
58,86-91

.  

Muchas proteínas BAR también actúan como nexo de unión entre la membrana y el 

citoesqueleto subyacente. Por ejemplo, algunas proteínas BAR son capaces de 

unirse a WASP y activar así el factor de nucleación de actina Arp2/3 
92

. Otras 

actúan como efectores o reguladores de algunas RhoGTPasas como Cdc42, 

regulando la polimerización de actina durante la endocitosis 
93

. 

1.6.2. La dinamina 

La dinamina es el primer miembro descubierto de la superfamilia a la que también 

pertenecen las Dynamin-Like Proteins (DLPs), OPA1, las proteínas Mx y las 

mitofusinas. Como hemos expuesto en apartados anteriores, la generación de una 

vesícula endocítica requiere de la formación de una invaginación mediante el 

reclutamiento de proteínas desde el citosol, y la posterior escisión. La proteína 

mejor descrita que lleva a cabo esta función es la dinamina. Sin embargo, la 

dinamina y los demás miembros de su superfamilia, no solo están implicados en la 

fisión de vesículas, sino que se han relacionado con el tráfico de vesículas, la fisión 

y fusión de orgánulos, la citoquinesis o la acción antiviral 
94-97

. Todos los miembros 

de la superfamilia de las dinaminas son GTPasas de las denominadas grandes, 

cuyo dominio GTPasa consta de unos 300 aminoácidos. Además de este dominio, 

contienen también un dominio medio, un dominio PH, a través del cual interacciona 

con la membrana mediante la unión a PI(4,5)P2, un dominio efector GED (GTPase 

Effector Domain), que es el encargado de la oligomerización y la regulación de la 

actividad GTPasa, y un dominio PRD (proline-Rich Domain), a través del cual 

interacciona con proteínas que contienen el dominio SH3 (figura 6). 
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La unidad básica de la dinamina está formada por un dímero, y la oligomerización 

de estos dímeros es necesaria para su actividad GTPasa. La dinamina se 

caracteriza por tener una baja afinidad por GTP, pero una todavía menor afinidad 

por GDP, por lo que, bajo condiciones fisiológicas, la dinamina suele estar unida a 

GTP. Por ello, la oligomerización actúa como las proteínas GAP de las GTPasa 

pequeñas, activando la actividad GTPasa intrínseca de la dinamina. Además, a 

diferencia de las GTPasas pequeñas, la dinamina puede interactuar con muchas 

proteínas con dominios SH3, como la cortactina o algunas proteínas BAR, tanto en 

su estado unido a GTP como a GDP. El inicio de la oligomerización está regulado 

por el reclutamiento de la dinamina a dominios de membrana ricos en PI(4,5)P2 y 

otros fosfolípidos, principalmente mediante su dominio PH, siendo su afinidad por 

estos lípidos mayor cuando la dinamina comienza a oligomerizar. El incremento de 

PI(4,5)P2 en la membrana puede ser una señal de reclutamiento y polimerización 

para la dinamina.  

Se han propuesto dos modelos sobre como la dinamina produce la fisión de las 

vesículas. Se cree que cuando la dinamina oligomeriza alrededor del cuello de una 

invaginación endocítica, su reorganización estructural hacia una estructura 

helicoidal debida a la hidrólisis de GTP, genera la constricción y la posterior escisión 

(modelo de constricción o pinchase) 
99

, o bien produce un estiramiento del cuello, 

 

Figura 6. Representación de la organización de los dominios de la dinamina. Se muestra la 
estructura lineal de una molécula de dinamina y la estructura cristalina de un dímero, 
correspondiéndose con los colores de la representación lineal. Adaptado de Ferguson & de Camilli 

98
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con la consiguiente rotura y separación de la vesícula de la membrana plasmática 

(modelo de estiramiento o popase) 
100

. Praefcke y McMahon han propuesto un 

modelo según el cual la dinamina podría fisionar o tubular la membrana 

dependiendo de la velocidad de la hidrólisis de GTP 
101

 (figura 7). 

Algunos estudios demuestran que algunas proteínas BAR son necesarias para el 

reclutamiento de dinamina hacia los sitios de endocitosis, y que el reclutamiento de 

las proteínas BAR depende recíprocamente de su unión previa a dinamina 
102

. La 

implicación de las proteínas BAR en la actividad de la dinamina va desde la 

interacción directa, hasta la modulación de su actividad GTPasa, vinculando el 

grado de curvatura de la membrana con la actividad de la dinamina 
103

. 

Se ha descrito que, durante la CDE, la dinamina interactúa con elementos 

implicados en la dinámica del citoesqueleto de actina, o incluso con la propia actina 

104,105
.  

 

Figura 7. Representación esquemática de la 
unión de la dinamina a una vesícula lipídica. 
La oligomerización conduce a la formación de 
una hélice y el moldeamiento de una estructura 
tubular. La hidrólisis lenta o no cooperativa del 
GTP induciría una extensión de la hélice y el 
estiramiento del túbulo. La hidrólisis rápida y 
cooperativa conduciría a un repentino 
estiramiento de la hélice y la consecuente rotura 
y fisión del tubo lipídico. Adaptado de Praefcke 
& McMahon 

101
 

 

  

Además, se ha observado dinamina co-localizando con reguladores de actina como 

WASP o Arp2/3 en estructuras no relacionadas con la endocitosis, como 

lamelipodios 
106

, ondulaciones de membrana 
107

, invadopodios 
108

 o podosomas 
88

, 

todas ellas relacionadas también con las GTPasas Rac1 y Cdc42. Otra proteína 

estrechamente relacionada con estas GTPasas es la cortactina, que contiene un 

dominio SH3, que puede unirse al dominio PRD de la dinamina, y colabora con ésta 

en la polimerización y ramificación de la F-actina durante la endocitosis, o la 
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formación de estructuras ricas en actina en células estimuladas con factores de 

crecimiento 
72,107

. Además del dominio SH3, la cortactina contiene una serie de 

repeticiones de unión a F-actina, y un dominio de unión a Arp3, lo que le permite 

estimular la nucleación de F-actina dependiente de Arp2/3 
109

. Se ha descrito que la 

cortactina es esencial tanto durante la CDE como en algunos tipos de CIE, siendo 

una de las pocas proteínas, sino la única, que vinculan la dinamina con el 

citoesqueleto de actina durante procesos endocíticos dependientes e 

independientes de clatrina. Se ha propuesto un modelo en el que dinamina, 

cortactina, Arp2/3 y la F-actina constituyen un complejo que vincula la endocitosis 

con la dinámica del citoesqueleto (figura 8).  

Por tanto, la dinamina y sus proteínas asociadas, como por ejemplo las proteínas 

con dominios SH3, a menudo actúan conjuntamente para llevar a cabo la 

remodelación de la membrana y la reorganización del citoesqueleto de actina. 

 

Figura 8. Modelo de la participación de dinamina, cortactina y las proteínas BAR en la 
endocitosis. El reclutamiento de dinamina, cortactina y proteínas BAR, y la participación de Arp2/3 en 
la nucleación de filamentos de actina en los sitios de endocitosis podrían controlar la remodelación de 
la membrana plasmática y el citoesqueleto de actina durante la endocitosis dependiente e 
independiente de clatrina, colaborando en la invaginación, elongación y/o escisión de la membrana 

72
.  
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1.6.3. Fosfatidilinositoles en la remodelación de membrana 

El fosfatidilinositol (PI) y sus derivados fosforilados conocidos como fosfoinosítidos 

se encuentran concentrados en la cara citosólica de las membranas celulares. El PI 

se sintetiza en el retículo endoplásmico (RE) y es llevado al resto de membranas 

mediante el transporte vesicular o a través de proteínas transportadoras. Mediante 

la fosforilación o defosforilación en las posiciones 3, 4 y 5 del grupo inositol, se 

generan siete especies de fosfoinosítidos (figura 9). Todos estos derivados tienen 

diferentes funciones en la regulación de procesos celulares estrechamente ligados 

a las membranas celulares 
111

. PI(4)P y PI(4,5)P2 representan la mayor parte de los 

fosfoinosítidos en células de mamífero, y cada una de las especies es característica 

de un tipo de membrana, confiriéndole una identidad característica y regulando 

diferentes procesos celulares. Los PIPs ejercen su función a través de la unión y 

reclutamiento de proteínas citosólicas hacia las membranas, pero también mediante 

la unión a los dominios citosólicos de proteínas transmembrana. Normalmente, la 

Figura 9. Metabolismo de los fosfoinosítidos. Se muestra la estructura molecular del 
fosfatidilinositol, y se indican los enzimas que generan cada una de las siete especies de 
fosfoinosítidos derivados. En azul se indican los dominios proteicos capaces de unirse a cada una de 
las especies fosforiladas 

110
. 
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unión de estas proteínas a los PIPs implica interacciones electrostáticas con las 

cargas negativas de los fosfatos del inositol. Los dominios de unión a PIPs pueden 

ser regiones no estructuradas en las que hay agrupados residuos básicos, o 

pueden encontrarse en dominios organizados que reconocen los diferentes 

derivados. La especificidad de unión a PIPs de estos dominios (figura 9), permite 

una regulación espacio-temporal de las proteínas que los contienen. 

Tanto los PIPs como los enzimas implicados en su metabolismo, están distribuidos 

específicamente en diferentes membranas de la célula. Por ejemplo, PI(4,5)P2 y 

PI(3,4,5)P3 se encuentran básicamente en la membrana plasmática donde regulan 

procesos importantes como la generación de segundos mensajeros, la exocitosis, la 

endocitosis o la reorganización del citoesqueleto de actina. PI(3)P se encuentra en 

los EEs y en los cuerpos multivesiculares. PI(4)P es el más abundante en el aparato 

de Golgi y PI(3,5)P2 se localiza en endosomas tardíos y lisosomas 
112

. 

Como hemos comentado, PI(4,5)P2 es uno de los fosfoinosítidos más abundantes e 

importantes de la célula. PI(4,5)P2 puede regular por sí mismo un gran número de 

procesos celulares como la movilidad, la obertura de canales iónicos, la exocitosis o 

el tráfico vesicular, regulando un gran número de proteínas cuya interacción con la 

membrana depende de la unión a PI(4,5)P2 
113-115

. PI(4,5)P2 es especialmente 

importante en varios tipos de endocitosis. Muchas proteínas endocíticas contienen 

lugares de unión para este lípido, y sin esta unión, la endocitosis es inhibida. 

Durante la CDE, la concentración de PI(4,5)P2 antes de la endocitosis aumenta. 

Una vez formada la vesícula, éste pierde el PI(4,5)P2, a través de la acción de 

fosfatasas como la sinaptojanina, cambiando la composición lipídica y permitiendo 

la fusión de la vesícula con los compartimentos endosomales tempranos 
116

. 

Asimismo, la hidrólisis de PI(4,5)P2 es esencial para el control de la remodelación 

del citoesqueleto de actina durante la fagocitosis 
24

. Por tanto, no solo la presencia 

sino la dinámica del incremento y desaparición de PI(4,5)P2 es el factor clave para 

su acción reguladora sobre el tráfico de membranas.  

PI(4,5)P2 puede ser también regulado a través de la proteína quinasa C (PKC). El 

principal sustrato de esta quinasa es (Myristoylated alanine-rich C kinase substrate). 

Esta proteína puede unirse a la membrana plasmática a través de un dominio 

básico que interacciona electrostáticamente con fosfolípidos como PI(4,5)P2 
117

. 
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Cuando la PKC fosforila algunos residuos de serina dentro del dominio básico, se 

rompe la interacción electrostática y provoca la translocación de MARCKS al citosol 

118
. Tras la defosforilación, MARCKS puede asociarse de nuevo a PI(4,5)P2 y 

translocarse a la membrana. La unión de MARCKS a PI(4,5)P2 permite el secuestro 

de este lípido e impide la unión de otras proteínas de unión a PI(4,5)P2. El ciclo de 

MARCKS entre la membrana y el citosol permite una rápida regulación de los 

niveles de PI(4,5)P2 libre independiente de los enzimas implicados en su 

metabolismo.   

1.7. Tráfico tubular de membranas 

El flujo de membrana entre los orgánulos subcelulares es esencial para el 

mantenimiento de la homeostasis, y se lleva a cabo mediante los llamados 

portadores de carga (TC, transport carriers). Tras la salida desde una membrana 

donadora, los TCs deben poseer ya los marcadores que le permitirán ser 

direccionados a la membrana receptora adecuada. La morfología de los TCs puede 

variar en tamaño y complejidad desde pequeñas vesículas a grandes estructuras 

que contienen en ocasiones elementos tubulares que pueden alcanzar decenas de 

micrómetros 
119-121

. Estas estructuras, denominadas TTCs (Tubular transport 

carriers), se han observado cada vez en más procesos dentro de la célula, pero los 

mecanismos moleculares a través de los cuales nacen de unas membranas, viajan 

por la célula, y se fusionan con las membranas receptoras, es poco conocido 
122

. 

La existencia de grandes complejos tubulares que transportan material de un lugar 

a otro en la célula se debe probablemente a la necesidad de transportar 

rápidamente grandes cantidades a distancias relativamente grandes. En este caso, 

un gran número de cargos pueden ser transportados mediante un solo TTC a través 

de los MTs, haciendo uso de pocas moléculas de proteínas motoras, en 

comparación con el transporte vesicular. 

En el caso de los TTCs generados para la exportación constitutiva de material 

desde la red del trans-Golgi, Polishchuk et al 
123

 proponen un modelo en tres pasos 

para su formación (figura 10). Inicialmente, la membrana debe curvarse para iniciar 

el nacimiento del túbulo, lo que requiere la participación de proteínas de curvatura y 
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moldeamiento de la membrana. Seguidamente, la estructura naciente debe 

elongarse mediante la acción dinámica de proteínas de andamiaje y del 

citoesqueleto. Por último, debe producirse la separación de la estructura de la 

membrana de origen. En ocasiones, esta separación puede no producirse, 

generando canales entre el compartimento donador y el receptor. Estos canales 

han sido propuestos para varios procesos de tráfico intracelular, como la vía 

endocítica del MHC-I o el transporte dentro del aparato de Golgi 
124,125

. 

Figura 10. Mecanismos de formación de los transportadores tubulares. (A) Inicialmente se produce 
la invaginación incipiente de la membrana donadora, mediante la participación de proteínas que inducen 
y estabilizan la curvatura. Más tarde diversas proteínas de andamiaje y del citoesqueleto inducen la 
elongación del túbulo. Posteriormente, el túbulo puede separarse de la membrana donadora para ser 
llevado y fusionado con la membrana receptora (B), o bien continuar su elongación hasta fusionarse con 
la membrana receptora, sin separarse de la membrana de origen, dando lugar a un canal tubular entre 
ambas membranas (C). Adaptado de Polishchuck et al, 2009 

126
. 

 

Además de estos, se han descrito ya numerosos procesos en los que se pueden 

observar estructuras TTC. Entre ellas, el transporte desde el retículo endoplásmico 

hacia el aparato de Golgi, el transporte post-Golgi, o el transporte recíproco entre la 

membrana plasmática y los compartimentos endosomales. Curiosamente, muchas 

de las proteínas de curvatura y andamiaje, así como algunas GTPasas que 

participan en la regulación de estos TTCs, están también involucradas en los 

B 

A 
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procesos endocíticos mejor estudiados, como por ejemplo las proteínas BAR, Arf6 o 

la dinamina 
127-129

. Todas estas proteínas actúan reconociendo, generando o 

estabilizando la curvatura de membrana. Además, la actividad local de las enzimas 

modificadoras de lípidos es requerida para mantener la producción de lípidos 

específicos que favorecen esta conformación de las membranas, como el PI(4,5)P2, 

necesario para la unión de las proteínas BAR o la dinamina. La acción de 

elementos del citoesqueleto, como la actina o los microtúbulos, así como proteínas 

motoras asociadas, como las miosinas, las quinesinas y las dineínas, suele estar 

involucrada en el proceso de elongación 
130

. 

1.7.1. Transporte tubular en la vía endocítica 

El transporte a través de túbulos se ha observado en numerosos procesos 

endocíticos, ya sea desde la membrana plasmática o desde compartimentos 

endosomales. Aunque los TTCs apenas han sido observados durante la 

internalización dependiente de clatrina, la formación de invaginaciones tubulares 

primordiales facilita la generación de CCVs 
131,132

. Sin embargo, la participación de 

TTCs en procesos endocíticos independientes de clatrina sí se ha descrito en 

numerosas ocasiones 
124,133-135

.  

Después de la internalización desde la membrana, los cargos deben ser 

rápidamente transportados a los compartimentos endocíticos tempranos y 

clasificados hacia el interior de la célula o bien reciclados de vuelta a la membrana 

plasmática. La entrada de estos cargos a la célula puede producirse mediante la 

invaginación de regiones ricas en PI(4,5)P2 por proteínas de unión a este 

fosfolípido, generando túbulos que pueden escindirse para generar túbulos 

relativamente cortos, como es el caso de la vía de CLIC/GEEC 
58

, o bien pueden 

elongarse para formar túbulos de gran longitud 
136-138

.  

Los propios compartimentos endocíticos contienen también elementos vesiculares y 

tubulares, y ambos tipos pueden estar interconectados 
139,140

. La parte vesicular 

contiene habitualmente una mezcla de proteínas endocitadas desde la membrana 

plasmática, mientras que las estructuras tubulares emanan desde la estructura 

vacuolar pero contienen cargos específicos y proteínas accesorias 
121

. El 

direccionamiento de los túbulos desde los endosomas hasta otros compartimentos 
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está dirigido por proteínas BAR, que curvan las membranas para formar túbulos, y 

por proteínas de la familia SNX, que participan en el anclaje de estas estructuras al 

citoesqueleto de actina y microtúbulos. Estas redes túbulo-vesiculares se han 

descrito tanto en los compartimentos endosomales tempranos como en 

compartimentos de reciclaje, así como también en el sistema de endosomas 

tardíos. 
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2. RhoGTPasas 

2.1. Generalidades 

Las GTPasas son interruptores moleculares que oscilan entre dos estados 

conformacionales, uno activo unido a GTP y otro inactivo unido a GDP. Cuando la 

GTPasa está activada, es capaz de unir sus efectores y generar una respuesta 

hasta que la actividad GTPasa intrínseca es inducida, provocando la hidrólisis del 

GTP. Existen varios cientos de GTPasas en mamíferos, siendo la superfamilia Ras 

la más estudiada, de la que forman parte más de 100 proteínas pequeñas 

monoméricas. Esta superfamilia se divide en cinco grandes subfamilias: Ras, Rho, 

Ran, Arf y Rab 
142

. 

Figura 11. Árbol filogenético de la familia de las RhoGTPasas. Se muestra la relación entre las 8 
subfamilias. Se encuentra una alta identidad de secuencia entre los miembros de las subfamilias de 
Rac y Rho, mientras que las otras familias poseen mucha menos similitud. Adaptado de Heasman y 
Ridley 

141
. 
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 La subfamilia Rho de GTPasas juega un papel crucial en la reorganización del 

citoesqueleto de actina y en el control de la expresión génica, y la primera en ser 

descubierta fue Rho. Su activación es inducida a menudo por receptores de la 

superficie celular, que se activan por la unión de citoquinas, tirosina-quinasas o la 

propia matriz extracelular 
143

. La familia Rho incluye 23 miembros, entre los que se 

encuentran RhoA, RhoB, RhoC, Rac1, Rac2 o Cdc42 (figura 11). Todas ellas 

poseen un alto grado de conservación en su secuencia de aminoácidos 
144

, y tienen 

en su mitad N-terminal una secuencia consenso responsable de la interacción con 

GTP o GDP, así como de la actividad GTPasa intrínseca. Pese a que existe cierto 

grado de entrecruzamiento en la activación de sus efectores, cada RhoGTPasa es 

responsable de la regulación de diferentes estructuras. Por ejemplo, RhoA modula 

la formación de fibras de estrés, mientras que Rac1 regula la formación de 

lamelipodios y ondulaciones de membrana y Cdc42 regula el desarrollo de 

filopodios. 

 La afinidad de las RhoGTPasas por el GDP/GTP es elevada y está en el orden de 

nano a picomolar. Esto se traduce en una tasa de disociación lenta de estos 

nucleótidos. Sin embargo, el intercambio de GDP a GTP debe producirse 

rápidamente, por lo que las RhoGTPasas necesitan factores que activen y faciliten 

este intercambio. Estos factores son las proteínas GEF (Guanine nucleotide 

Exchange Factor). Para que las RhoGTPasas sean inactivadas necesitan de la 

acción de las GAP (GTPase-Activating Protein), que inducen la actividad GTPasa 

intrínseca de las GTPasas. Existen numerosas proteínas que actúan como GEFs y 

GAPs de las RhoGTPasas, y superan en número aproximadamente en 3 a 1 a sus 

dianas 
145

. Estas GEFs y GAPs incluyen diferentes dominios que les confieren 

especificidad en sus dianas o su localización (figura 12). Las GDI (Guanine 

nucleotide-Dissociation Inhibitors) son otro grupo de proteínas reguladoras de la 

actividad de las GTPasas. 

Se han descrito aproximadamente unas 70 GEFs para la familia Rho, la mayoría de 

las cuales pertenecen a la familia Dbl, que contienen un dominio DH (Dbl 

Homology) seguido de un dominio PH (Pleckstrin Homology). El dominio PH está 

implicado en la localización subcelular del GEF, mientras que el dominio Dbl es 

responsable de la actividad catalítica de la proteína 
146

. Las GEFs catalizan la 

disociación del GDP modificando el sitio de unión al nucleótido, disminuyendo su 
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afinidad, por lo que el GDP es liberado de la GTPasa. Normalmente, la afinidad de 

la GTPasa por GDP es aproximadamente igual que por GTP, por lo que el aumento 

de la forma activada unida a GTP tras la acción de una GEF se debe principalmente 

a la concentración diez veces mayor de este último frente al GDP en la célula. Una 

vez el nuevo nucleótido se ha unido a la RhoGTPasa, el GEF es desplazado. 

Cuando las condiciones lo requieren, las RhoGTPasas deben ser desactivadas, 

pero la baja actividad GTPasa intrínseca de estas proteínas hace necesaria la 

acción de las proteínas GAP, que catalizan dicha actividad, facilitando el ataque 

nucleofílico en el tercer fosfato del GTP 
148

, para convertirlo en GDP. Las proteínas 

GAP, al igual que las GEF, no están altamente conservadas, por lo que hay una 

amplia gama en los modos de acción y en la forma en que interactúan con las 

RhoGTPasas. 

Un tercer factor de regulación de las RhoGTPasas son las proteínas GDI. Estas 

proteínas son capaces de extraer a las GTPasas de la membrana, secuestrarlas en 

el citosol, e inhibir el intercambio con GTP y por tanto su activación y su asociación 

con la membrana plasmática. Las GDI solo interaccionan con las Rho que 

contienen un grupo prenil (geranil-geranil). Además, inhiben el intercambio de GDP 

por GTP así como la hidrólisis de GTP 
149

. Existen 3 miembros en la familia de 

RhoGDIs, y todos poseen un dominio flexible N-terminal que interacciona con la 

Figura 12. Las diversas proteínas GEF y GAP de las RhoGTPasas y sus dominios. Adaptado de 

Bos et al 
147
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región efectora de la RhoGTPasa,  y un dominio plegado C-terminal, que se une al 

grupo prenil. Aunque los mecanismos de acción de las GDI son poco conocidos, se 

han propuesto modelos según los cuales el dominio N-terminal se uniría primero a 

la GTPasa, y más tarde el dominio C-terminal capturaría el grupo prenil 
150

 para 

extraer a la proteína de la membrana. Aunque normalmente las RhoGDI secuestran 

GTPasas unidas a GDP, se sabe que existe también un pool de RhoGTPasas 

unidas a GTP secuestradas en el citosol por RhoGDIs 
151

. El ciclo controlado por 

GEFs, GAPs y GDIs permite la regulación espacio-temporal de la actividad de la 

RhoGTPasas (figura 13). 

2.2. Rac1 

Basándose en la identidad de secuencia, RAC1, RAC2, RAC3 y RhoG forman parte 

de una misma subfamilia dentro de las RhoGTPasas. Rac1 es el miembro mejor 

estudiado y su actividad es crítica para el correcto funcionamiento de diversos 

procesos celulares como la pinocitosis, la fagocitosis, la migración, el crecimiento 

axonal, la diferenciación o el control de la expresión génica 
141

. Esta proteína se 

expresa de manera ubicua en mamíferos y los ratones geno-anulados (KO) de 

Rac1 no son capaces de superar las fases embrionarias tempranas 
153

.  

Figura 13. Ciclo de Regulación de 
las RhoGTPasas por las proteínas 
GEF, GAP y GDI. Adaptado de 
Cherfils y zeghouf 

152
. 
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La proteína Rac1 contiene dos regiones denominadas switch I y switch II, donde se 

unen la mayoría de sus efectores. En el extremo C-terminal de la proteína se 

encuentra la región hipervariable, que posee dos dominios característicos: la región 

Figura 14. Representación esquemática del ciclo de síntesis, secuestro y regulación de la 
actividad de las RhoGTPasas. Tras ser sintetizado en el citosol (cyt), Rac1 sufre la incorporación de 
un grupo geranil-geranil en la cisteína de la caja CAAX. En el retículo (ER), la proteína pierde los tres 
últimos aminoácidos del extremo C-terminal, y adquiere un grupo metilo (Me). Posteriormente, Rac1 
puede ser secuestrado en el citosol por RhoGDI hasta que un estímulo induzca su liberación y su 
translocación a la membrana, hacia donde es direccionado mediante la región polibásica. La inserción 
en la membrana se produce a través del grupo geranil-geranil. Las proteínas GEF y GAP se encargan 
de completar el ciclo de activación/desactivación de Rac1. Adaptado de Bustelo et al 

154
. 
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polibásica, rica en aminoácidos cargados positivamente, y la denominada caja 

CAAX. Después de ser sintetizado en el citosol, Rac1 debe ser direccionado a la 

membrana plasmática para ejercer su función. Para ello, requiere de modificaciones 

post-traduccionales (figura 14). El primer paso es la incorporación, en el citosol, de 

un grupo geranil-geranil en la cisteína de la caja CAAX. Posteriormente es reclutada 

al retículo endoplásmico donde se eliminan los tres últimos aminoácidos de la caja 

CAAX y se añade un grupo metilo. La composición aminoacídica de la región 

polibásica es clave para el direccionamiento correcto de Rac1 a la membrana 

plasmática. De hecho, pequeñas diferencias en esta región entre Rac1, Rac2 y 

RhoG determinan destinos subcelulares diferentes para cada uno 
155,156

. La 

presencia de un PRD (Proline-Rich Domain) cerca de la caja CAAX contribuye 

también al direccionamiento específico de Rac1 a las adhesiones focales 
157

.  

Después de estas modificaciones, Rac1 puede ser secuestrado en el citosol por las 

RhoGDIs. Como hemos comentado anteriormente, estas proteínas esconden el 

grupo geranil-geranil de la GTPasa, inhibiendo además el intercambio de GDP por 

GTP. Se ha descrito que Rac1 se asocia a la membrana en las balsas lipídicas, co-

localizando con marcadores de estas regiones de la membrana 
158

. En respuesta a 

ciertos estímulos, la afinidad de Rac1 por las balsas lipídicas, puede incrementar, 

provocando la liberación del geranil-geranil del RhoGDI, que junto a la región 

polibásica permite el direccionamiento hacia dominios específicos de la membrana 

159,160
. Tras su inserción en la membrana plasmática, el ciclo de activación de Rac1 

continúa con la acción de las proteínas GEF, que estimulan el cambio de GDP a 

GTP, y disponen a Rac1 para la unión y activación de sus efectores. 

2.2.1. Efectores de Rac1 e implicación en procesos celulares 

2.2.1.1. PAK 

Rac1 activa numerosos efectores, implicados sobretodo en la remodelación del 

citoesqueleto de actina y en el control de la expresión génica. Uno de los mejor 

estudiados es la proteína PAK (p21-activated kinase), que puede ser activada 

también por Cdc42. Existen 3 principales isoformas de PAK llamadas PAK1, PAK2 

y PAK3. Las tres contienen una extensión N-terminal que es el dominio regulador, 

donde se encuentran un número variable de motivos de unión a dominios SH3 

según la isoforma. En el extremo C-terminal se encuentra el dominio catalítico, que 



Introducción 

63 
 

está altamente conservado. Posee también un dominio de unión a Rac1/Cdc42, 

denominado PBD (p21-binding domain) o CRIB (Cdc42 and Rac1 interactive 

binding). PAK se encuentra formando homodímeros, donde el dominio regulador de 

un PAK se une e inhibe el dominio catalítico del otro 
161

. Cuando Rac1 (o Cdc42) se 

une al dominio PBD, separa el dímero y produce una serie de cambios 

conformacionales que conllevan la separación de los dominios inhibidores y la 

liberación del dominio catalítico, que puede ahora llevar a cabo su función quinasa 

162
. La activación iniciada por Rac1 requiere de fosforilaciones que mantienen el 

estado de activación 
163

. 

A través de Rac1, PAK es direccionado desde el citosol hacia estructuras corticales 

de actina, donde se activa para formar estructuras como lamelipodios, ondulaciones 

de membrana, o adhesiones focales 
164

. En estudios con una versión de PAK 

constitutivamente activa se observa una pérdida de fibras de estrés y un incremento 

en el reciclaje y renovación de adhesiones focales 
165

. PAK es reclutado al extremo 

anterior de células migrantes donde parece controlar la remodelación del 

citoesqueleto para provocar un avance de los lamelipodios 
166,167

, lo cual es 

consistente con la activación de PAK por algunos quimio-atrayentes  como la 

quimioquina CXCL1 
168

. 

Una de las dianas más importantes de PAK es la LIM quinasa o LIMK. Esta quinasa 

está implicada en la regulación de la dinámica de actina a través de la fosforilación 

de ADF (actin-depolymerizing factor), también llamada cofilina. Al ser fosforilada, la 

cofilina ya no es capaz de inducir la despolimerización de la actina filamentosa (F-

actina), y por tanto, ésta se estabiliza 
169

. Otra de las dianas clave en la vía de 

señalización de PAK es la MLCK (myosin light chain kinase). Las miosinas son 

ATPasas activadas por actina, que convierten la energía del ATP en fuerza 

mecánica entre la actina y los filamentos de miosina, para crear tensión o 

contracción. La fosforilación de MLCK por PAK conduce a su inhibición, y como 

consecuencia de esta inhibición, se inhibe la capacidad de contracción de la 

miosina, lo cual puede contribuir a la inhibición de las fibras de estrés 
170

. PAK 

también fosforila y activa a cortactina 
171,172

. La cortactina es un activador de la 

polimerización de actina involucrado en numerosos procesos celulares. Contiene 

diversos dominios de unión a proteínas relacionadas con la actina, como el 

complejo Arp2/3 o la proteína WASP (Wiskott-Aldrich síndrome protein). También 
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es capaz de asociarse con la dinamina durante la endocitosis, donde ambas juegan 

un importante papel en la reordenación del citoesqueleto de actina 
72,173

. Por 

ejemplo, la fosforilación de la cortactina en las serinas 405 y 418 es necesaria para 

que se produzca la endocitosis del IL-2Rβ (interleukin-2 receptor β), que utiliza una 

vía de entrada independiente de clatrina y caveolina. Sin embargo no afectan a la 

vía de clatrina 
174

. Estas fosforilaciones dependen de una cascada que se inicia con 

Rac1, activando a PAK, que fosforila a la cortactina 
175

.  

PAK está también implicada en la regulación de un amplio rango de factores que 

están relacionados con procesos como la supervivencia celular, la mitosis o el 

movimiento celular (figura 15). Algunos ejemplos de ello son la filamina, relacionada 

con el entrecruzamiento de los filamentos de actina 
177

, o la estatmina, que tiene un 

papel importante en la organización de los microtúbulos durante la mitosis 
178

. 

2.2.1.2. POR1 

No se conocen en profundidad los mecanismos de acción de la proteína POR1 

(Partner of Rac1, también conocida como arfaptina 2), y su relación con Rac1 es 

todavía muy controvertida. POR1 fue identificada por vez primera en 1996 como 

una proteína que interaccionaba con Rac1 in vitro y que era necesaria en la 

formación de ondulaciones de membrana dependientes de Rac1 
179

. POR1 es una 

proteína BAR que forma homodímeros. Cada monómero se compone de 3 hélices α 

antiparalelas. La interacción entre Rac1 y POR1 es dependiente de GTP 
179,180

, y 

depende, al menos en parte, de las regiones switch de Rac1, ya que una mutación 

en el aminoácido 35 (T35A), inhibe la interacción. No obstante, un estudio describe, 

mediante el método de doble híbrido en levaduras, que POR1 es capaz de 

Figura 15. PAK activa diversas 
proteínas involucradas en procesos 
corriente abajo de las vías de Rac1 y 
Cdc42. La actividad de Rac1 y Cdc42 
induce la fosforilación de PAK, 
desencadenando la activación de vías de 
señalización relacionadas con procesos 
como la migración, proliferación o 
supervivencia celular. Adaptado de 
Rudolph et al 

176
. 
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interaccionar con Rac1 en su forma unida a GDP, pero no con la forma unida a GTP 

181
. 

Se ha descrito la interacción entre POR1 y Arf6, la cual es importante para la 

reordenación del citoesqueleto de actina y la membrana plasmática dependiente de 

Arf6 en la periferia celular 
182

. También se cree que POR1 juega un papel 

importante en la relación entre las vías mediadas por Rac1 y Arf1, pues se ha 

descrito también como efector de este último, pudiendo competir ambas proteínas 

por la unión a POR1, ya que las interacciones de esta proteína a Rac1 y Arf1 son 

mutuamente excluyentes 
183

. Recientemente se ha propuesto que POR1 podría 

reclutar y elevar los niveles de Rac1 en regiones curvadas de la membrana 

plasmática, y activarlo localmente 
184

. 

POR1 se ha visto implicado en la formación de agregados de huntingtina, 

relacionada con la Enfermedad de Huntington 
185,186

. También se ha relacionado la 

función de POR1 con la biogénesis de gránulos secretores en la red del trans-Golgi, 

donde interacciona con Arl1, pero no con proteínas Arf 
187,188

. 

2.2.1.3. Efectores relacionados con PI(4,5)P2: PIP5K, PLC y PI3K 

El fosfatidilinositol y sus derivados fosforilados (fosfoinosítidos) se encuentran en 

niveles relativamente bajos en las células, y por ello tienen un papel clave en la 

regulación de muchos procesos, dando identidad a las membranas celulares. Su 

metabolismo debe estar por tanto finamente regulado en el espacio y en el tiempo 

por la acción de diversas quinasas, fosfatasas y fosfolipasas, y las GTPasas 

pequeñas son uno de los principales reguladores de estos enzimas. Entre estas 

GTPasas, una de las más importantes en este aspecto es Rac1.  

El fosfoinosítido mejor estudiado es el PI(4,5)P2, del que ya hemos hablado en esta 

introducción y cuya formación es catalizada por la PIP5K mediante la fosforilación 

del PI(4)P en la posición 5 del inositol o por la PIP4K mediante la fosforilación del 

PI(5)P en la posición 4. Debido a que la concentración intracelular del PI(4)P es 

unas 10 veces mayor que la del PI(5)P, la acción de la PIP5K es de mayor 

importancia en la síntesis de PI(4,5)P2. La PIP5K también puede fosforilar la 

posición 5 del PI(3)P o del PI(3,4)P2 para formar PI(3,5)P2 o PI(3,4,5)P3, 

respectivamente. 
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Se ha descrito que Rac1 puede interaccionar y activar la PIP5K, al igual que otras 

GTPasas como Arf6, RhoA o Cdc42 
135,189

, y que esta unión es independiente del 

estado de activación de Rac1. Rac1 es capaz de reclutar PIP5K en la membrana 

plasmática, induciendo un incremento de PI(4,5)P2, necesario para la regulación del 

citoesqueleto de actina dependiente de Rac1 
190,191

. Sin embargo, la unión de Rac1 

a PIP5K solo aumenta su actividad quinasa en un 50%, por lo que la principal 

función de Rac1 podría ser la de translocar la PIP5K a la membrana plasmática 
192

. 

Se ha visto que mutantes de Rac1 que atenúan la unión a PIP5K, impiden el 

reclutamiento de ésta hacia la membrana, y aunque la actividad quinasa no se ve 

afectada, la polimerización de actina dependiente de Rac1 está inhibida 
192

.  

El incremento de PI(4,5)P2 producido por el direccionamiento de PIP5K a la 

membrana por parte de Rac1 puede activar algunos GEF, activando Rac1 
193

. 

Además, el PI(4,5)P2 es una importante señal de direccionamiento para Rac1, ya 

que éste puede interaccionar con PI(4,5)P2 mediante su región polibásica. Esta 

retroalimentación positiva puede generar dominios ricos en PI(4,5)P2 en los lugares 

donde Rac1 está presente.   

Sin embargo, Rac1 también puede inducir una reducción de los niveles de PI(4,5)P2 

mediante la activación de la PI3K, que fosforila PI(4,5)P2 transformándolo en 

PI(3,4,5)P3 o bien mediante la activación de la fosfolipasa C (PLC), que hidroliza 

PI(4,5)P2 convirtiéndolo en diacil-glicerol (DAG) e inositol-trifosfato (IP3). Estos dos 

últimos productos tienen un importante papel como segundos mensajeros 

intracelulares 
194

. Existen 13 isoformas de PLC, que se agrupan en seis familias: β, 

δ, γ, ε, ζ y η 
195

. Se ha descrito que Rac1 (así como Cdc42), pero no RhoA, puede 

unirse y activar la isoforma PLCβ2, probablemente a través de su unión a los sitios 

switch de la GTPasa, ya que modificaciones en esta región, como la mutación 

F37A, tanto en Rac1 como en Cdc42, inhibe la activación de ésta PLC 
196,197

. 

También se ha demostrado una interacción directa de Rac1 con la isoforma PLCγ1 

en respuesta a la estimulación con EGF (Epidermal growth factor), entre el dominio 

SH3 de la PLC y el PRD de Rac1, y que esta interacción regula positivamente la 

formación de F-actina y la migración dependiente de Rac1 
198

. Esto demuestra que 

Rac1 regula la dinámica de actina controlando el balance entre la producción y la 

reducción de PI(4,5)P2. Pero como se ha comentado anteriormente, esta reducción 

también puede producirse por la acción de la PI3K activada por Rac1. Este enzima 
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ha sido intensamente estudiado por ser el inicio de una vía de señalización 

estrechamente relacionada con muchos tipos de cáncer. En esta vía, la PI3K 

genera PI(3,4,5)P3, que activa la quinasa Akt y otros efectores. Muchos estudios 

han revelado que en muchos cánceres, algunos de los elementos de la vía 

PI3K/AKT están sobreactivados, lo que la convierte en una diana en la terapia 

contra el cáncer. De hecho, la fosfatasa PTEN, que reduce los niveles del producto 

de la PI3K, es un conocido supresor de tumores 
199

. Se ha descrito que Rac1 es 

necesario para la activación de la vía PI3K/AKT y la migración celular en células 

MDA-MB-231 de cáncer de mama 
200

. Asimismo, también se ha determinado que 

puede promover la supervivencia celular mediante la activación de esta vía 
201

. 

Además, la activación de PI3K y la consecuente producción de PI(3,4,5)P3 es una 

conocida vía de activación de algunos GEF de Rac1, lo que conlleva un bucle de 

retroalimentación positiva entre Rac1 y PI3K 
202,203

. 

 

2.3. Rho 

RhoA, RhoB y RhoC forman parte de una misma subfamilia de RhoGTPasas. 

Aunque las tres proteínas fueron descubiertas simultáneamente, RhoA ha sido 

mucho más estudiada. Las tres Rho mantienen un alto grado de homología y 

algunas de sus funciones son redundantes, pero los patrones de expresión y 

muchas funciones son específicas de cada isoforma. Al igual que otros grupos de 

RhoGTPasas, las Rho oscilan entre un estado activo unido a GTP y un estado 

inactivo unido a GDP, y también se asocian con GEFs y GAPs para regular este 

ciclo. Después de ser sintetizadas, las Rho sufren modificaciones post-

traduccionales muy similares a las sufridas por Rac1. La longitud del grupo prenil en 

las Rho difiere entre las isoformas: RhoA y RhoC sufren únicamente una geranil-

geranilación, mientras que RhoB puede ser prenilado con un grupo farnesil de 15 

carbonos o con un geranil-geranil de 20 carbonos. Estas diferencias permiten a las 

Rho localizarse en diferentes compartimentos subcelulares. Así, RhoB se localiza 

sobre todo en endosomas tardíos y lisosomas, mientras que RhoA y RhoC se 

encuentran principalmente en la membrana plasmática 
204

. Las Rho también 

pueden asociarse a proteínas GDI, que inhiben su interacción con efectores y su 

actividad GTPasa intrínseca y las secuestran en el citosol 
149

. Tanto las proteínas 

GEF y GAP como los GDIs son a menudo específicos de cada isoforma, aunque 
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existe también cierta redundancia y solapamiento en la unión y acción de las 

proteínas reguladoras 
205-207

. 

Las proteínas Rho están involucradas en la regulación de diversas funciones 

celulares como la formación de adhesiones focales o fibras de estrés, la morfología 

celular, la adhesión celular o la citoquinesis 
154

. Estas funciones son llevadas a cabo 

mediante la activación de diversos efectores específicos, aunque algunos de ellos 

pueden ser activados también por otros miembros de la subfamilia de RhoGTPasas 

como Rac1 o Cdc42 
154

. Algunos de los efectores más importantes de las proteínas 

Rho son ROCK, mDia, PRK (también llamada PKN), rotekina o PKCε 
208

. 

2.3.1. Efectores de RhoA e implicación en procesos celulares 

2.3.1.1. ROCK 

ROCK (Rho-associated serine/threonine kinase) es el primer efector descubierto de 

Rho y desde entonces ha sido el más extensamente estudiado 
209

. Existen dos 

isoformas de esta quinasa: ROCK1 (también llamada ROKβ o p160ROCK) y 

ROCK2 (también conocida como ROKα). Ambas se unen a Rho unido a GTP 
210,211

. 

ROCK tiene un tamaño de 160 KDa y contiene un dominio quinasa en la parte N-

terminal, una parte intermedia con una conformación en espiral enrollada (coiled-

coil region) que incluye el dominio de unión a Rho (RBD) y un dominio PH en la 

parte C-terminal, que incluye también un dominio rico en cisteínas (CRD) (figura 

16A). Los dominios en el extremo C-terminal pueden unirse al dominio quinasa y 

constituir una región autoinhibitoria, anulando la actividad quinasa de la proteína. 

Cuando Rho se une a ROCK, abre la proteína y la activa. Algunos lípidos como el 

ácido araquidónico pueden también activar ROCK independientemente de Rho 
212

 

(figura 16B). Asimismo, durante la apoptosis, la caspasa 3 puede cortar el extremo 

C-terminal de la isoforma ROCK1, impidiendo su autoinhibición 
213

.  

Al igual que el efector de Rac1 PAK, ROCK puede fosforilar la LIMK, facilitando su 

acción sobre la cofilina. La LIMK fosforila la cofilina y la inhibe, impidiendo la 

despolimerización de la F-actina 
214

. Todo ello se traduce en un incremento en el 

número de filamentos de actina. Sin embargo, a diferencia de PAK, ROCK solo 

puede fosforilar a LIMK cuando la caspasa 3 ha cortado su extremo C-terminal, por 
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lo que es posible que la acción de ROCK sobre la cofilina sea importante solo 

durante la apoptosis 
215

. 

ROCK también está involucrada en la regulación de la miosina. La asociación de la 

miosina con la actina (actomiosina) y su capacidad de contracción dependen en 

gran medida del estado de fosforilación de la cadena ligera de la miosina (MLC, 

myosin light chain), el cual depende a su vez de dos principales enzimas, la MLCK 

(myosin light chain kinase) y la MLCP (myosin light chain phosphatase). La 

fosforilación de la MLC por parte de la MLCK aumenta la capacidad de la miosina 

para asociarse a la actina, mientras que su defosforilación por MLCP la reduce. La 

MLCP está compuesta por tres subunidades: PP1, que es la subunidad catalítica, 

Figura 16. Estructura y activación de ROCK. (A) Estructura de ROCK1 y ROCK2. El dominio quinasa 
se encuentra en la parte N-terminal. En el extremo C-terminal se encuentra el dominio de unión a Rho, un 
dominio PH y una región rica en cisteínas. (B) Regulación de la función de ROCK. En su forma inactiva, 
la región N-terminal se pliega sobre el dominio quinasa, inhibiendo su actividad. La unión de Rho, la 
presencia de ácido araquidónico o la proteólisis por parte de la caspasa 3 durante la apoptosis puede 
activar la proteína. Adaptado de Riento y Ridley 

216
. 

 

A 

B 



RhoGTPasas 

70 
 

MYPT1, que se une a la MLC y una tercera subunidad de función desconocida 
217

. 

ROCK1 es capaz de fosforilar varios residuos de MYPT1 
218,219

, inhibiendo la 

capacidad de unión de la MLCP a la miosina, manteniendo así el nivel de 

fosforilación de la MLC necesario para la acción de la actomiosina, tanto en células 

musculares como no musculares 
219-221

. 

En las células no musculares, ROCK está implicado en el control de la dinámica del 

citoesqueleto de actina para formar fibras de estrés debido a que la miosina tiene 

una gran capacidad para entrecruzar las fibras de actina. También es importante en 

la regulación de la capacidad de contracción de la actomiosina. Todo ello tiene 

importancia en procesos como la adhesión celular, la migración, la mitosis o la 

apoptosis 
222-226

. Además de LIMK y miosina, ROCK también regula directamente 

otras proteínas relacionadas con el citoesqueleto, como la aducina, ERM (ezrin-

radixin-moesin), NHE1 o la vimentina 
227-230

. 

2.3.1.2. Otros efectores de Rho 

La PRK1 (también llamada PKNα) es una serina/treonina-quinasa que pertenece a 

la superfamilia de PKC, y fue uno de los primeros efectores de RhoA descubiertos 

231
. Es una proteína de unos 116 kDa con un dominio regulador en la mitad N-

terminal y un dominio catalítico en la parte C-terminal de la proteína. La región 

catalítica posee un 50 % de homología con la región catalítica de la PKC, pero su 

región reguladora está menos conservada. Posee un dominio HR1 en el extremo N-

terminal, a través del cual interacciona con Rho, aunque no es suficiente para su 

activación, ya que se requiere la región C-terminal para su activación por parte de 

RhoA 
232,233

. Se cree que la unión a la GTPasa anula un efecto autoinhibitorio 

similar al de ROCK 
234

. De hecho, se observa también una activación proteolítica 

por medio de la caspasa 3 
235,236

. Sin embargo, a diferencia de ROCK y otras 

quinasas activadas por RhoGTPasas como PAK, PRK no parece sufrir dimerización 

o multimerización después de su unión con Rho 
237

. Además de la activación, Rho 

puede también ser responsable de la localización de PRK 
238

. Diversos estudios 

muestran que RhoB y Rac1 pueden también interaccionar con el dominio HR1 de 

PRK 
237,239

, lo que indica que podría ser un efector compartido por las proteínas Rho 

y Rac 
240-242

. La diferente localización celular de Rac1 y RhoA permite que la 

quinasa sea activada en sitios y momentos distintos durante procesos celulares 
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como la migración. PRK fosforila varios elementos del citoesqueleto y está 

principalmente involucrado en el tráfico endosomal. En células de mamíferos, PRK 

actúa corriente debajo de Rho regulando varios procesos como el tráfico del 

receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), la expresión génica inducida 

por estrés o la formación de actina cortical 
243-245

. La PRK1 interacciona con 

elementos relacionados con los filamentos intermedios y con la actina, como por 

ejemplo la vimentina, a la que posteriormente fosforila, o la α-actinina 
246,247

. 

También se ha relacionado a PRK1 con la enfermedad de Alzheimer, donde 

fosforila la proteína Tau, reduciendo su habilidad para unirse y ensamblar 

microtúbulos, y con algunos tipos de cáncer, como el de próstata o algunos 

cánceres inducidos por virus 
248-250

. 

Otro conocido efector de Rho es mDia, una proteína de unos 140 kDa que 

pertenece a la familia de las forminas, que poseen dominios FH (Formin homology), 

los cuales pueden interaccionar con la profilina, una proteína que estimula la 

polimerización de actina. De hecho, se ha descrito que RhoA puede inducir la 

polimerización de actina facilitando la unión entre mDia y profilina 
251,252

. También es 

responsable de los efectos producidos por el estrés mecánico sobre la formación de 

adhesiones focales dependientes de actina 
253

, y regula el alineamiento de las fibras 

de estrés y los microtúbulos direccionando estos últimos hacia las adhesiones 

focales 
224,225

. En contraste con ROCK, cuya principal función es estimular la 

contractilidad celular basada en la actomiosina, promoviendo la fosforilación de la 

MLC e incrementando la tensión del citoesqueleto, mDia promueve principalmente 

la polimerización de actina. Ambos efectores actúan conjuntamente controlando el 

reordenamiento del citoesqueleto para la estabilización de la morfología celular en 

reposo 
224,253

, aunque en ocasiones pueden también tener funciones antagónicas 

254
. Existen evidencias de que mDia regula también el citoesqueleto de microtúbulos 

de manera dependiente de Rho, y que puede integrar el citoesqueleto de actina con 

el de microtúbulos 
84,255

. mDia induce la formación de microtúbulos estables 

promoviendo la formación de caps (capuchas o gorras) en el extremo mediante la 

unión directa a los microtúbulos 
225

. 
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2.4. Balance entre Rac1 y RhoA 

Como hemos visto, Rac1 estimula la polimerización de redes de actina en la 

periferia celular mediante la activación de PAK, cortactina, WAVE o Arp2/3, así 

como mediante la inhibición de la cofilina, para generar protrusiones y ondulaciones 

en la membrana plasmática. Por otro lado, RhoA induce la formación de fibras de 

estrés de actomiosina y otras estructuras contráctiles por medio de la activación de 

ROCK1 o mDia y su acción sobre la actina y la miosina. Muchos estudios describen 

una regulación recíproca entre las vías de Rac1 y RhoA durante diversos procesos 

celulares como la polarización, la adhesión o la migración celular, conduciendo en 

la mayoría de los casos a un antagonismo entre ambas GTPasas. 

2.4.1. Inhibición recíproca entre Rac1 y RhoA 

Numerosos estudios demuestran que Rac1 puede controlar directamente la 

actividad de RhoA (figura 16). Uno de ellos describe que Rac1 puede interaccionar 

con p190RhoGAP, una proteína GAP de RhoA, y activarla, aumentando así la 

actividad GTPasa de RhoA y disminuyendo su actividad 
256

. Además de este 

mecanismo, Rac1 puede también aumentar la actividad de p190RhoGAP mediante 

la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), que inhiben fosfatasas 

específicas, manteniendo el nivel de fosforilación necesario para la acción de 

p190RhoGAP 
257

. Pero Rac1 también es capaz de inhibir RhoA mediante la 

activación de sus efectores. Por ejemplo, PAK regula negativamente la actividad de 

RhoA, fosforilando e inactivando p115RhoGEF, Net1 o PDZ-RhoGEF, tres GEFs 

específicas de RhoA 
258-260

. También se ha descrito que Rac1 es capaz de inhibir 

RhoA a través de la proteína p120, una catenina asociada a las cadherinas en las 

adhesiones célula-célula. Rac1 induce la translocación de la catenina p190 hacia 

las adhesiones, donde interacciona con p120 y provoca la inhibición local de RhoA 

261
.  

Por otro lado, Rac1 también puede ser inhibido por la acción de RhoA (figura 17). 

Se ha observado un incremento de la actividad de Rac1 después de inhibir ROCK1, 

que como hemos comentado, es el principal efector de RhoA, conduciendo a 

algunos fenotipos celulares característicos de la actividad de Rac1 
262

. De hecho, 

ROCK1 puede fosforilar FilGAP, un GAP específico de Rac1, activándolo 
263

. 
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ROCK1 también es capaz de activar indirectamente ArhGAP22, otra GAP de Rac1 

264
. Se ha descrito que la acción contráctil de la actomiosina provocada por RhoA y 

ROCK1, induce la disociación de β-Pix, una GEF de Rac1, de las adhesiones 

focales e impide su unión a Rac1 
265

. Esto demuestra la complejidad en la 

regulación recíproca entre Rac1 y RhoA. 

Figura 17. Antagonismo e inhibición recíproca entre Rac1 y RhoA. Mediante la activación o inhibición 
de proteínas GEF y GAP específicas, Rac1 y RhoA pueden inhibirse mutuamente en el espacio y en el 
tiempo para llevar a cabo procesos celulares en ocasiones antagónicos. Adaptado de Guilluy et al 

266
. 

 

Sin embargo, aunque existen numerosos estudios que confirman que Rac1 y RhoA 

tienen funciones opuestas, la regulación recíproca entre estas dos proteínas parece 

ser mucho más compleja, pudiéndose encontrar casos de regulación positiva o de 

efectores compartidos. Ambas proteínas pueden permanecer activas (o inactivas) 

en otros lugares diferentes de la célula durante la migración 
267

. Así, por ejemplo, la 

activación de RhoA promueve tanto el desensamble de las adhesiones en el borde 

en retracción como la generación de la tensión necesaria a lo largo de la célula para 

restringir las protrusiones a la parte anterior y facilitar la acción de Rac1 
268,269

. 

Asimismo, se ha descrito que la inhibición de mDia, un conocido efector de RhoA, 

induce la inactivación de Rac1 
254

 (figura 17). Rac1 y RhoA pueden compartir 

algunos efectores, aunque son regulados en diferentes momentos y localizaciones 

dentro de la célula. Por ejemplo, PRK2 puede interaccionar y ser activada por 

ambas GTPasas 
240

. Por su parte, la MLC, que como hemos visto es regulada 

positivamente por Rho, puede también ser regulada por Rac1, y esta regulación 

puede ser positiva o negativa según el tipo celular 
264,270,271

. 
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2.4.2. RhoGTPasas e integrinas 

Son muchos los procesos celulares en los que se ha descrito un antagonismo entre 

Rac1 y RhoA. Durante la migración, la célula debe extenderse mediante 

protrusiones en el borde de avance, formando nuevas adhesiones y contrayendo el 

borde posterior. Todos estos cambios deben obedecer a una regulación espacio-

temporal diferencial del citoesqueleto. Por ello, las RhoGTPasas juegan un papel 

clave en este proceso. En general se cree que Rac1 está más activo en el borde 

anterior 
272

, mientras que RhoA se activa preferentemente en el extremo posterior 

en retracción de las células en migración 
273

. Esta compartimentalización de la 

regulación de las RhoGTPasas durante la migración es demostrada por el hecho de 

que, aunque es necesario que Rac1 esté activo en el borde de avance, una 

activación constitutiva de Rac1 a lo largo de la célula puede inhibir la migración 

274,275
. 

2.4.2.1. Regulación recíproca 

Las integrinas son heterodímeros que median la adhesión de la célula a proteínas 

de la MEC, como la fibronectina, la laminina o el colágeno. Se trata de 

combinaciones entre subunidades α y β que contienen un gran dominio extracelular 

de unión a ligandos, un dominio transmembrana y un pequeño dominio 

citoplasmático que se une a proteínas de señalización o al citoesqueleto. Se han 

identificado 24 combinaciones heterodiméricas αβ diferentes 
276

. Las RhoGTPasas 

y las integrinas regulan frecuentemente los mismos procesos celulares. Además, 

las integrinas pueden regular directamente las RhoGTPasas y éstas, a su vez, 

regulan a las integrinas. De hecho, las diferencias en la actividad de Rho y Rac1 en 

células en suspensión son mucho menores, sugiriendo que su regulación diferencial 

es dependiente de la adhesión. 

Algunos estudios demuestran que la actividad de Rac1 aumenta en respuesta a la 

adhesión mediada por integrinas 
159

, la cual incrementa el nivel de fosforilación de 

Vav1, una proteína GEF de Rac1, aumentando su actividad 
277,278

. Asimismo, la 

sobreexpresión de β1-integrina incrementa la actividad de Rac1 y la formación de 

lamelipodios 
279

. Además, la adhesión mediada por integrinas puede regular la 

capacidad de Rac1 para unirse a sus efectores, pues la expresión del Rac1 
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constitutivamente activo es insuficiente para permitir la unión a PAK en células no 

adherentes 
159

. Las integrinas pueden regular la actividad de Rac1 controlando la 

endocitosis y el reciclaje de las balsas lipídicas, inhibiendo su internalización y 

manteniendo el Rac1 activo en la membrana plasmática 
158

. Contrariamente, 

durante las primeras fases de extensión de células sembradas sobre fibronectina, la 

actividad de RhoA se ve disminuida, para aumentar notablemente una vez la célula 

ha completado su extensión 
280

. Sin embargo, se ha descrito que la sobreexpresión 

de β3-integrina aumenta la actividad de Rho y la formación de fibras de estrés 
279

, 

sugiriendo una regulación de RhoA más compleja, diferente según el tipo de 

integrina.  

Algunos estudios describen como las RhoGTPasas pueden a su vez regular las 

adhesiones basadas en integrina. La inhibición de RhoA mediante la exozima C3 

botulinum inhibe diversos procesos mediados por integrinas, como la agregación de 

plaquetas o linfocitos, así como la propia adhesión a fibronectina 
281-283

. Las 

RhoGTPasas parecen no estar relacionadas con el control del estado de activación 

o la afinidad de las integrinas por sus ligandos, sino más bien por la modulación de 

su agrupamiento en clusters. De hecho, la clusterización de las integrinas en los 

contactos focales depende de la actividad de Rac1, mientras la clusterización en 

adhesiones focales maduras depende de RhoA 
284

. Debido a que las integrinas 

están vinculadas al citoesqueleto, las RhoGTPasas pueden regular su 

clusterización mediante efectores que controlan la polimerización de actina, la 

asociación de actina y miosina o las interacciones entre la actina y la membrana 

plasmática 
285,286

. Rac1 promueve la formación de contactos y adhesiones 

incipientes y facilita la asociación de estas adhesiones a las protrusiones generadas 

por la polimerización de actina dependiente de Rac1. Por el contrario, RhoA induce 

la maduración de las adhesiones focales y su asociación con fibras de estrés 
223,287

. 

Algunos estudios revelan que en ocasiones Rac1 puede impedir la activación de 

RhoA y la maduración de las adhesiones focales durante la extensión del borde de 

avance mediante la inhibición de p115RhoGEF 
259

. 

Existen dos tipos de movimiento celular según la morfología que adopta la célula. El 

movimiento mesenquimal se caracteriza por una morfología de tipo fibroblasto, 

elongada, con una polaridad establecida, y que depende de la degradación de la 

matriz extracelular (MEC). Por su parte, el movimiento ameboide es prácticamente 
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independiente de los contactos entre la célula y la MEC. En el caso del movimiento 

mesenquimal, la polarización de la célula se inicia con la activación de Rac1 para 

inducir la formación de lamelipodios en el borde de avance 
269

. Posteriormente se 

generan pequeñas adhesiones dependientes de integrina que permiten a la nueva 

protrusión anclarse al sustrato. El papel de RhoA en este tipo de movimiento es 

complejo, promoviendo principalmente la retracción de la cola posterior, aunque la 

inhibición de sus efectores a menudo no tiene efectos apreciables sobre esta clase 

de migración. Por el contrario, RhoA si es requerido durante el movimiento de tipo 

ameboide, siendo necesaria la contracción de la actina cortical dependiente de 

miosina, e inducida por ROCK, para promover la rápida remodelación del córtex 

celular característica de este tipo de movimiento. Por su parte, la polarización de la 

célula inducida por Rac1 y la degradación de la MEC no parecen necesarias para la 

migración de tipo ameboide.  

2.4.2.2. Internalización y tráfico de integrinas 

Las integrinas pueden ser internalizadas a través de vías dependientes e 

independientes de clatrina. Se sabe que un mismo tipo de heterodímero puede ser 

endocitado por más de una vía. Por ejemplo, algunos estudios describen la 

endocitosis de α5β1-integrina a través de la CDE y a través de la vía dependiente 

de caveolina 
288,289

. Tras la endocitosis, las integrinas se dirigen hacia los EEs, 

donde se decide si serán dirigidas hacia los lisosomas para su degradación, o si, 

por el contrario, serán recicladas de vuelta a la membrana plasmática. 

Generalmente las integrinas no son degradadas, sino que son recicladas 

directamente o bien pasan por el compartimento de reciclaje perinuclear antes de 

volver a la membrana plasmática por la vía dependiente de RAB11 o de Arf6 
290,291

. 

El reclutamiento de las integrinas hacia CCPs requiere por lo general la 

participación de proteínas adaptadoras. Éste es el caso de HAX1, una proteína 

involucrada en la CDE que se une directamente a la porción citoplasmática de la 

β6-integrina, y es necesaria para su internalización. Otros adaptadores de la vía de 

clatrina importantes para la internalización de algunas integrinas son las proteínas 

disabled (Dab) y Numb. Numb puede interaccionar directamente con las integrinas 

β1 y β3 y es necesario para su internalización clatrina-dependiente 
292

. Dab, por su 

parte, está involucrado en la CDE de β1-integrina 
293

. 
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Como se ha comentado, las integrinas pueden también ser endocitadas por CIE. Se 

ha descrito por ejemplo que RAB21 puede activar la entrada de β1-integrina por 

vías alternativas 
288

. La vía dependiente de caveolina ha sido ampliamente 

relacionada con la internalización de integrinas 
289,294

. Sin embargo, los mecanismos 

moleculares implicados en la CIE de integrina no se conocen bien en comparación 

con las vías de CDE. 

Se ha descrito también un papel de la dinamina y los microtúbulos en el 

desensamble de las adhesiones focales y el tráfico de integrinas 
295

. Ezratty et al 

demuestran que los microtúbulos y la dinamina son requeridos para el 

desensamblaje de las adhesiones focales, en un proceso que se da en una 

situación de altos niveles de actividad de Rho. Además, muestran que la dinamina 

es necesaria para la migración direccionada de la célula, lo cual está en 

consonancia con el requerimiento de dinamina durante la desestructuración de las 

adhesiones focales y la internalización de las integrinas.  
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3. Calmodulina 

La calmodulina (CaM) es el principal sensor de Ca
2+

 intracelular y está altamente 

conservado y ampliamente distribuido en todos los eucariotas. Se trata de una 

proteína de 148 aminoácidos y unos 17 kDa que modula numerosos procesos 

celulares mediante la interacción con proteínas de unión a CaM (CaMBP). Debido a 

la versatilidad del Ca
2+

 como segundo mensajero, no es de extrañar la gran 

cantidad de proteínas con la que la CaM es capaz de interaccionar, regulando 

muchos procesos celulares como la inflamación, el metabolismo, la apoptosis, la 

contracción muscular, la endocitosis o la respuesta inmune. La importancia de la 

CaM se pone de manifiesto con la existencia de tres genes independientes (CALM 

1-3) dentro del genoma que codifican proteínas totalmente idénticas, además de la 

ausencia de cambios en su secuencia de aminoácidos desde la aparición de los 

vertebrados 
296

. 

Con los niveles de Ca
2+

 de una célula en reposo, la CaM se encuentra en su estado 

libre de Ca
2+

, denominada apo-CaM. Cuando el Ca
2+

 incrementa en respuesta a 

una señal, la CaM se une a él y sufre un cambio conformacional (holo-CaM) que le 

permite unir y activar las CaMBPs (figura 18A). La CaM contiene dos dominios 

globulares de unión a Ca
2+

, conectados por una secuencia intermedia que es una α-

hélice de 28 aminoácidos. Cada dominio globular contiene 2 motivos EF-hand 

Figura 18. Estructura de la CaM y su dominio EF-Hand. (A) Representación del cambio 
conformacional de la CaM tras la unión de cuatro iones de Ca

2+
. (B) Estructura 3D del dominio EF-

Hand. Se muestra la analogía estructural con los dedos de una mano. 

B A 
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(figura 18B), cada uno de los cuales alberga un ambiente electronegativo idóneo 

para la unión de un ion de Ca
2+

, lo que se traduce en la unión de 4 iones de Ca
2+

 en 

una molécula de CaM. El dominio EF-hand consta de 30 aminoácidos y consiste en 

una α-hélice en el extremo N-terminal (hélice E) y una α-hélice en el extremo C-

terminal (hélice F), unidos por un dominio de unión a Ca
2+

.  

La concentración y localización subcelular de la CaM juega un papel importante en 

la regulación de su actividad. La CaM constituye alrededor de un 0.1% del total de 

proteína en la célula, y se expresa en mayor cantidad en células en división. La 

CaM se encuentra en el citosol y el núcleo. En respuesta a un aumento de Ca
2+

 la 

CaM sufre una redistribución desde el citosol hacia el núcleo 
297-299

. 

Para la inhibición de la CaM en la realización de experimentos se utilizan 

habitualmente las sulfonamidas de naftaleno. La N-(6-aminohexil)-5-cloro-1-

naftaleno-sulfonamida (W7) y sus derivados, entre los que se encuentra W13, se 

unen a CaM de manera dependiente de Ca
2+

. La afinidad de esta interacción es 

elevada. Estos compuestos penetran a través de la membrana plasmática y tienen 

una localización subcelular similar a la de CaM, facilitando su acción específica in 

vivo 
300

. Estos antagonistas de CaM se unen al complejo Ca
2+

/CaM a través de 

interacciones hidrofóbicas, por lo que los derivados menos hidrofóbicos, como el 

W5 o el W12, son mucho menos eficientes en la inhibición de CaM utilizándose a 

menudo como controles del W7 y el W13, respectivamente. 

3.1. Proteínas de unión a CaM (CaMBPs) 

Las CaMBPs se pueden clasificar en varios grupos basándose en su modo de 

regulación en presencia o ausencia de Ca
2+

. Las CaMBPs de clase A se unen 

irreversiblemente a CaM de una manera independiente de Ca
2+

. Un ejemplo de este 

tipo es la fosforilasa quinasa. Las CaMBP de clase B unen CaM en ausencia de 

Ca
2+

 (Apo-CaM) y se disocian en presencia de Ca
2+

. En este grupo se encuentran 

proteínas como la neuromodulina o la neurogranina. Las proteínas de este grupo 

pueden servir como reservorios de CaM a niveles de Ca
2+

 en reposo 
301

. En un 

tercer grupo (clase C) se incluyen la MLCK y la calcineurina. Éstas forman 

complejos de baja afinidad con la CaM a bajas concentraciones de Ca
2+

. Cuando 

los niveles de Ca
2+

 aumentan, la afinidad por la CaM también lo hace y pueden 
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entonces ser activadas 
302,303

. Las CaMBP de clase D solo se unen a la CaM en 

presencia de Ca
2+

, pero en este caso la unión es inhibitoria. El grupo más 

convencional es la clase E. Las proteínas de este grupo son activadas por la CaM, y 

solo se unen a ella en presencia de Ca
2+

. Estas proteínas son a menudo reguladas 

por algunas CaM-quinasas (CaMKs), que son las que forman el sexto y último 

grupo de CaMBP, la clase F 
304

. 

Estudios estructurales de los complejos formados por CaM y alguna de las CaMBPs 

sugieren una gran diversidad en las interacciones de la CaM con sus proteínas 

efectoras 
305

. En el caso de la activación de las CaMKs I, II y IV, la CaMKK, la 

MLCK o la calcineurina, la interacción con CaM induce el desplazamiento de un 

dominio autoinhibitorio. En otro tipo de mecanismo de activación, la adenilato 

ciclasa, sufre un cambio conformacional tras la unión a CaM, y esto crea el centro 

activo del enzima 
306

. Por último, la interacción con CaM también puede promover la 

dimerización de algunas CaMBPs induciendo su activación. Este es el caso del 

canal iónico de potasio de baja conductancia, cuya dimerización inducida por CaM 

es dependiente de Ca
2+

, y es necesaria para la abertura del canal 
307

. 

3.1.1. Las GTPasas como CaMBPs 

Se conoce un gran número de GTPasas que interaccionan y pueden ser reguladas 

por CaM. Algunos ejemplos son el KRas4B, RalA, RalB, Rin, Rab3, Cdc42 o Rac1. 

Todas ellas unen CaM de manera dependiente de Ca
2+

 y la mayoría de ellas 

interaccionan con CaM mediante regiones polibásicas que presentan en su extremo 

C-terminal. Rab3, Rac1 y Cdc42 poseen además dominios de unión específicos que 

no se encuentran en su extremo C-terminal. 

La interacción de KRas4B con CaM requiere de la región switch II, la hélice α5 y la 

región hipervariable (que incluye la región polibásica y un grupo farnesil). Esta 

interacción se da en la membrana plasmática y evita la fosforilación de KRas4B en 

la Ser181 por parte de PKC lo que permite modular la actividad de KRas4B 
308

. En 

el caso de RalA y RalB, existe un segundo lugar de unión a CaM en su extremo N-

terminal y han de estar preniladas para que se pueda dar la interacción, a parte de 

la secuencia de unos 18 aminoácidos en su extremo C-terminal. Aunque no se 

conocen muy bien las funciones de esta GTPasa, la interacción con CaM aumenta 
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la unión a GTP y bloquea la fosforilación de RalA por parte de PKA, PKG y PKC 
309

. 

La unión de la GTPasa Rab3 a CaM inhibe la exocitosis de vesículas secretoras en 

células neuronales y endocrinas, regulando la liberación de neurotransmisores y 

hormonas. Esta inhibición se debe a la separación de Rab3 de las membranas de 

las vesículas por parte de CaM 
310

. También se ha descrito la interacción con CaM 

de las RhoGTPasas Rac1 y Cdc42. Ambas contienen una región entre los 

aminoácidos 151 y 164 esencial para la interacción con CaM, pero su unión tiene 

efectos opuestos en las dos GTPasas, activando a Rac1 y disminuyendo la 

actividad de Cdc42 
311

. En nuestro laboratorio se ha descrito sin embargo, que la 

CaM puede interferir en la unión y activación de efectores de Rac1, como es el caso 

de la PIP5K 
135

. 

3.2.   CaM en el tráfico de membranas 

Muchos procesos relacionados con el transporte intracelular requieren Ca
2+

, y 

algunos de ellos requieren tanto de Ca
2+

 como de CaM. Por ejemplo, la liberación 

de neurotransmisores y hormonas requiere de un incremento en la concentración 

de Ca
2+

 citosólico 
312

. Se ha sugerido que la CaM puede ser un sensor importante 

durante la exocitosis. Aunque se sabe que la CaM no es esencial para la fusión de 

membranas en la exocitosis regulada en la mayoría de las células, si es requerida 

en algunos tipos celulares especializados, y podría tener también un papel 

regulador más general durante la exocitosis 
313

. Se conoce bien el papel de la CaM 

en la exocitosis sináptica, durante la cual el Ca
2+

 aumenta y conduce a la 

activación, por parte de la CaM, de la CaMK II, que forforila a las sinapsinas, lo que 

desencadena la liberación de las vesículas sinápticas inmovilizadas por el 

citoesqueleto 
314

.  

Diversos estudios han mostrado que la CaM es importante durante la endocitosis. 

Se ha descrito que la CaM tiene un papel en la regulación de la fusión de los EEs, 

que es inhibida por el tratamiento con W7 o W13, ambos antagonistas de CaM 

315,316
. En células MDCK (Madin-Darby canine kidney), el W13 inhibe la transcitosis 

de la IgA y el reciclaje de transferrina, mientras que su internalización no está 

afectada. Todo el material endocitado desde la superficie celular se acumula en 

estructuras endocíticas excepcionalmente grandes, posiblemente derivadas de los 

EEs. Esto también ocurre con otros inhibidores de CaM, sugiriendo que ésta podría 
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regular el tráfico en el compartimento endocítico en células epiteliales polarizadas 

317,318
.  

Nuestro grupo ha estudiado el papel que ejerce la CaM en el tráfico del EGFR. De 

manera similar a la IgA, W13 no afecta a la internalización del EGFR pero sí inhibe 

su degradación y reciclaje dando lugar a una acumulación en EEs de gran tamaño 

319
. Este efecto es debido a la acción de la PKCδ, que parece promover, cuando la 

CaM se inhibe con W13, la formación de una cubierta de F-actina sobre los EEs a 

través de la acción de la cortactina y Arp2/3, que impediría la salida de material 

320,321
.  

3.3. CaM y PKC 

Las isoformas de la PKC forman parte de una familia de serina/treonina quinasas 

activadas por lípidos e implicadas en numerosos procesos celulares. En humanos 

se conocen 10 isoformas diferentes. Las isoformas de PKC pertenecen a la familia 

de proteínas quinasas AGC (PKA, PKG, PKC). Los miembros de la familia de PKC 

se han clasificado en tres grupos según su homología y su capacidad para unir co-

factores. El primero de ellos es la subfamilia de las PKCs clásicas (cPKC), a la que 

pertenecen la PKCα, βI, βII y γ, que son moduladas por Ca
2+

, DAG y fosfatidilserina 

(PS). El segundo grupo son las nuevas PKC (nPKC), donde se incluyen las 

isoformas δ, ε, η y θ, que son sensibles a DAG y PS pero no a Ca
2+

. Por último 

encontramos las PKC atípicas (aPKC), que son las PKC ζ y λ, que solo son 

reguladas por PS 
322-324

.   Estas isoformas son co-expresadas en muchos tipos 

celulares y responden de manera similar a diversos estímulos, por lo que es posible 

que exista cierta redundancia en sus funciones. Sin embargo, la localización 

subcelular específica de cada isoforma, las interacciones con otras proteínas o las 

modificaciones post-traduccionales pueden conferir a cada isoforma funciones 

únicas o incluso opuestas. La translocación de las cPKCs a la membrana 

plasmática suele estar ligada a su activación, y pueden ser translocadas 

específicamente a las balsas lipídicas 
325

. La activación de las cPKCs está 

relacionada además con la producción de DAG. Sin embargo, la unión a este lípido 

no puede darse sin la unión previa a Ca
2+

 
323

. 

Existe numerosas proteínas de unión a PKC (C-KIPs, PKC-interacting proteins), que 

se dividen en cuatro grupos 
322

. El primero de ellos lo forman las proteínas que 
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direccionan las PKCs hacia sus activadores, como el sindecano 4, que aumenta la 

activación de PKC. El segundo grupo lo forman las proteínas que dirigen las PKCs 

hacia los diferentes compartimentos celulares. Los sustratos de PKC (STICKs, 

substrates that interact with C-kinases), junto a los RACKs (receptors for activated 

C-kinases), que confieren especificidad a las uniones de PKC con sus sustratos, y 

los RICKs (receptors fos inactive C-kinases), que se unen a las PKCs inactivas, 

forman el tercer grupo. Algunos ejemplos de STICKs son MARCKS, vinculina o 

GAP43. El último grupo lo componen todas las proteínas que interaccionan con 

PKC y que no pertenecen a ninguno de los tres grupos anteriores, como la PDK1 

(phosphoinositide-dependent kinase 1), que fosforila a PKC.  

PKC y CaM comparten muchas proteínas de unión, y se unen por lo general al 

mismo sitio de unión de estas proteínas. Por ello, la interacción de la CaM con una 

C-KIP, impide la fosforilación por PKC. De igual manera, si PKC fosforila un 

substrato, a menudo se inhibe la unión a CaM. Todo ello permite la regulación 

cruzada de las vías de señalización de CaM y PKC 
322

. El ejemplo mejor estudiado 

de esta regulación cruzada es MARCKS, una abundante proteína capaz de unirse a 

actina, CaM o a la membrana plasmática, y que es el principal substrato de PKC en 

muchos tipos celulares 
326

. Se ha descrito un papel de MARCKS en diversos 

procesos celulares como la migración, la adhesión o la reorganización del 

citoesqueleto de actina 
327

. En una célula en reposo, MARCKS se encuentra 

insertado en la membrana plasmática por medio de un grupo miristoil e interacciona 

electrostáticamente con lípidos de la membrana cargados negativamente, como el 

PI(4,5)P2. Esta interacción se produce a través de su dominio efector que cuando es 

fosforilado por PKC disminuye su carga neta positiva, impidiendo la interacción 

electrostática y facilitando su translocación al citosol 
118,328

. La fosforilación de 

MARCKS por PKC disminuye su afinidad por CaM, y la unión de Ca
2+

-CaM al 

dominio efector de MARCKS impide asimismo la fosforilación por PKC. Una bajada 

del Ca
2+

 intracelular o la inhibición de la CaM conllevarían por tanto un aumento en 

la fosforilación de MARCKS y una disminución de su asociación con la membrana 

plasmática 
321

. Debido a su abundancia, se ha sugerido que MARCKS podría servir 

como reservorio para la CaM, liberándola tras un aumento de la actividad de PKC 

329
. Del mismo modo, MARCKS puede secuestrar el PI(4,5)P2 presente en la 

membrana plasmática, y la activación de PKC, así como la inhibición de CaM y el 
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consecuente aumento de la fosforilación de MARCKS por PKC, pueden liberar 

PI(4,5)P2, permitiendo su interacción con otras proteínas 
330,331

. 
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1. Materiales 

1.1. Reactivos 

En la tabla 1 se muestran los reactivos utilizados durante esta tesis, así como la 

concentración de trabajo, su función y la casa comercial. 

 

 

1.2. Anticuerpos  

A continuación se detallan los anticuerpos primarios y secundarios utilizados 

durante los experimentos de inmunocitofluorescencia y western blot  (tablas 2 y 3). 

 

 

 

 

 

REACTIVO CONCENTRACIÓN FUNCIÓN CASA COMERCIAL 

W13 5 µg/ml Inhibidor de CaM Calbiochem. 681636 

W12 10 µg/ml Análogo de W13 Calbiochem. 

BAPTA 50 µM Quelante de Ca2+ Calbiochem. 196419 

Calmidazolium 7.5 µg/ml Inhibidor de CaM Calbiochem. 208665 

Esfingosina 0.5-10 µM Mimético de esfingosina endógena Sigma. S7049 

PI(4,5)P2 diC8 50 µM Mimético de PI(4,5)P2 endógeno 
Echelon Biosciences. P-

4508 

BIM 5 µM Inhibidor de PKC Calbiochem. 203290 

TPA 100 nM Activador de PKC Sigma. P8139 

Wortmanina 1 µM Inhibidor de PI3K Calbiochem. 681675 

U73122 5 µM Inhibidor de PLC Calbiochem. 662035 

Y27632 25 µM Inhibidor de ROCK1 Sigma. Y0503 

Blebistatina 50 µM Inhibidor de miosina Sigma. B0560 

Dynasore 150 µM Inhibidor de dinamina Sigma. D7693 

Latrunculina A 100 nM Inhibidor de F-actina Calbiochem. 428021 

Faloidina-TRITC 0.04 U/ml Detección de F-actina 
Molecular Probes. R-

415 

Tabla 1. Productos utilizados en los tratamientos celulares. 
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Anticuerpo 1ario Especie Dilución ICF Dilución WB Casa comercial 

PI(4,5)P2 Mo 1/500 - Echelon. Z-A045 

Cortactina Mo 1/200 1/1000 Upstate. 05-180 

β1-integrina Ra 1/6 - 
University of California 

SF. AIIB2 

EEA1 Mo 1/75 - 
BD biosciences. 

610457 

GFP Rb - 1/500 Abcam. Ab290 

RFP Rb - 1/1000 Genscript. A00682 

ROCK1 Rb - 1/2000 SIGMA. R6028 

PACSIN2 Rb 1/75 - Abgent. AP8088b 

p-MYPT1 (Thr696) Go - 1/100 Santa Cruz. sc-17556 

Actina Mo - 1/5000 Abcam. Ab3280 

Dinamina 2 Rb - 1/1000 Abcam. Ab3457 

 

Anticuerpo 2ario ICF fluoróforo Dilución Casa comercial 

anti-mo-IgG 

Alexa-fluor 488 

Alexa-fluor 555 

Alexa-fluor 647 

 

1/300 

 

Invitrogen. A21202 

Invitrogen. A31570 

Invitrogen. A21236 

Anti-mo-IgM Alexa-fluor488 1/300 Invitrogen. A21042 

anti-Rb 

Alexa-fluor 488 

Alexa-fluor 555 

Alexa-fluor 647 

 

1/300 

 

Invitrogen. A11034 

Invitrogen. A31572 

Invitrogen. A21245 

Anticuerpo 2ario WB 

Anti-mo-HRP  1/3000 BioRad. 170-6516 

Proteína-A-HRP  1/10000 Zymed. 10-1023 

Anti-go-HRP  1/5000 Sigma. A5420 

 

 

 

 

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados. (ICF, inmunocitofluorescencia; WB, western blot; IP, 
inmunoprecipitación; mo, ratón; ra, rata; rb, conejo; go, goat) 

Tabla 3. Anticuerpos secundarios utilizados. (ICF, inmunocitofluorescencia; WB, western blot; mo, 

ratón; rb, conejo; go, cabra) 
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2. Métodos 

2.1. Cultivos celulares 

En la realización de los experimentos se han utilizado células COS1 y células Vero, 

provenientes de riñón de mono verde y de fibroblastos de riñón de mono 

respectivamente. Todas las células utilizadas han sido cultivadas a 37°C a una 

presión parcial de CO2 del 5% en un ambiente estéril. El medio de cultivo DMEM 

(High Glucose 4.5 g/l, Biological industries) fue suplementado con aminoácidos no 

esenciales (Mem-Eagle No essential amino acids solution 100x, Biological 

Industries, 1:100), L-glutamina (4 mM), piruvato (Sigma, 1 mM), antibióticos 

(penicilina, 50 U/ml; Estreptomicina 50 µg/ml) y suero fetal bovino (FBS, Foetal 

Bovine Serum) al 5% en el caso de las células COS1 y al 10% para las células 

Vero. Para ayunar las células, se incubaron en DMEM 0% FBS con el resto de 

suplementos durante 1 hora. 

2.2. DNA 

2.2.1. Plásmidos 

Los diversos DNAs utilizados se resumen en la tabla 4. A continuación se detalla el 

diseño y clonaje de aquellos plásmidos realizados durante esta tesis: 

- GFP-Rac1G12V-A37 y Cherry-Rac1G12V-A37: La mutación puntual F37A fue 

introducida por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con los cebadores 

5’-CAG ATT CAC CGG TTT TCC ATC TAC CAT AAC ATT GGC AGA ATA ATT 

GTC AGC GAC AGT AGG G-3’, con una sustitución de la fenilalanina 37 (TTT) 

por una alanina (GCT), y 5’- GGA CGA GCT GTA CAA GTC CCT CAT GCA 

GGC CAT CAA GTG-3’,  usando como molde el plásmido GFP-Rac1G12V. El 

producto de PCR fue digerido con BsrGI (sitio de restricción perteneciente al 

vector de expresión) y BstXI (sitio único de restricción interno en la secuencia 

de Rac1) e introducido en el vector GFP-Rac1. Posteriormente, el mutante fue 

subclonado en el vector Cherry-C1 mediante los enzimas de restricción BsrGI y 

EcoRI. 

- GFP-Rac1G12V-A56 y Cherry-Rac1G12V-A56: La mutación puntual W56A fue 

introducida por PCR con los cebadores 5’- C AAT TAT TCT GCC AAT GTT 
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ATG GTA GAT GGA AAG CCA GTG AAT CTG GGC TTA GCG GAT ACA GCT 

GG-3’, con una sustitución del triptófano 56 (TGG) por una alanina (GCG), y 5’-

CAG TCA CGA TGA ATT CTT ACA ACA GCA GGC-3’, usando como molde el 

GFP-Rac1. El producto de PCR fue digerido con BstXI y EcoRI e insertado en el 

vector GFP-Rac1G12V.    

- L10-GFP-Inp54pWT y L10-GFP-Inp54pD281A: Estos constructos fueron 

clonados a partir de los plásmidos cedidos por el doctor Tobias Meyer 
332

 a 

través de Addgene (# 20155 y # 20156 respectivamente). En primer lugar se 

diseñó un plásmido que codificaba los diez primeros aminoácidos de la proteína 

Lck seguidos de la proteína GFP mediante PCR con los cebadores 5’-CGA 

ACA CCG GTC GCC ACC ATG GGC TGT GTC TGC AGC TCA AAC CCT GAA 

CAG CTA GCT GCC ATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG CTG-3’ y 5’-TTT 

AAA GCA AGT AAA ACC TC-3’, usando el vector EGFP-C1 como molde. El 

producto de la PCR fue insertado en el vector EGFP-C1 mediante la digestión 

con los enzimas AgeI y EcoRI. Posteriormente, los vectores CFP-FKBP-Inp54p 

y CFP-FKBP-Inp54p(D281A) procedentes de Addgene fueron digeridos con 

EcoRI y BamHI y el producto de la digestión fue insertado en el vector L10-

EGFP-C1. 

- GST-ROCK1 725-1024: Debido al gran tamaño de la proteína ROCK1 (160 

kDa), que dificulta su clonaje y expresión, se diseñó una proteína que incluía 

desde el aminoácido 725 al 1024 de ROCK1, en el que se encuentra el dominio 

de unión a RhoA (RBD), excluyendo parte del dominio quinasa (aminoácidos 

76-338) y el extremo C-terminal, que incluye un dominio Pleckstrin Homology 

(PH) y un dominio rico en cisteínas (CRD) (aminoácidos 1103-1320) (figura 16, 

Introducción). Para ello se realizó una PCR con los cebadores 5’-GAC CGG 

TGG ATC CCG GGC TGT ATT AGC TTT CTT TCT ATC-3’ y 5’-CAC ATG GTC 

CTG CTG GAG TTC GTG-3’, usando como molde el CFP-ROCK1-WT, 

amablemente cedido por el doctor Gareth Jones 
333

. El producto de PCR 

resultante fue digerido con XhoI y XmaI e insertado en el vector CFP-N1. 

Posteriormente el plásmido fue digerido con BglII y XmaI y el inserto fue 

introducido en el plásmido pGEX-4T-2 digerido con BamHI y XmaI, para su 

expresión en bacterias. 
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- GFP-POR1-WT y GFP-POR1-ΔC-terminal: Se diseñó el cDNA de POR1 

flanqueado por los sitios de restricción BglII y EcoRI para su síntesis a través de 

Genscript Gene Synthesis (New Jersey, USA) en el vector pUC59. Tras la 

digestión con BglII y EcoRI, el inserto fue introducido en el vector EGFP-C1, 

para producir el GFP-POR1-WT. Para la obtención de GFP-POR1-ΔC-terminal, 

el extremo C-terminal (aas 217 al 303) fue extraído mediante la digestión de 

GFP-POR1-WT con SalI y su posterior religación. 

CONSTRUCTO VECTOR PROCEDENCIA 

GFP-Membrane pEGFPC1 Ref. 
135

 

Cherry-Membrane mCherryC1 Ref. 
135

 

GFP-Rac1WT pEGFPC1 Ref. 
135

 

GFP-Rac1G12V pEGFPC1 Ref. 
135

 

Cherry-Rac1G12V mCherryC1 Ref. 
135

 

GFP-Rac1G12V-A37 pEGFPC1 

Cherry-Rac1G12V-A37 mCherryC1  

GFP-Rac1G12V-A56 pEGFPC1  

Cherry-Rac1G12V-A56 mCherryC1  

GFP-PIP5K pEGFPC1 Ref. 
135

 

Cherry-PIP5K mCherryC1 Ref. 
135

 

L10-GFP-Inp54pWT pEGFPC1  

L10-GFP-Inp54pD281A pEGFPC1  

GST-ROCK1 725-1024 pGEX-4T-2  

GFP-POR1-WT pEGFPC1  

GFP-POR1-ΔC-terminal pEGFPC1  

Cortactina-WT prcCMV Ref. 
334

 

Cortactina-ΔHPSH3 prcCMV Ref. 
334

 

HA-dinamina-K44A pcDNA3.1 ATCC (MBA-93) 
335

 

 

Tabla 4. Plásmidos utilizados para las transfecciones celulares. Plásmidos 

realizados durante esta tesis. Ver sección 2.2.1. de Materiales y Métodos. 
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2.2.2.  Transfección 

Para la expresión ectópica de proteínas en las células se utilizaron plásmidos 

purificados mediante un kit de purificación de DNA plasmídico (Macherey-Nagel, 

ref.740615.50). Los plásmidos purificados fueron transfectados mediante el kit de 

transfección Effectene (Qiagen, ref. 301427), en el caso de experimentos de 

microscopía, o el kit de transfección Lipofectamine LTX (Invitrogen, ref. 15338-100) 

para experimentos destinados al análisis bioquímico, siguiendo en ambos casos las 

especificaciones del fabricante. Los experimentos se realizaron 24 horas después 

de la transfección.  

2.3. RNA 

 Para el silenciamiento de la expresión de genes endógenos se adquirieron RNAs 

pequeños de interferencia (siRNA), específicos para cada gen. Los siRNAs de 

ROCK1 y dinamina fueron adquiridos de Ambion (ref. 4390824 – s12097) y de 

Santa Cruz BioTechnologies (ref. sc-43736), respectivamente. La transfección se 

realizó mediante el kit RNAiMAX (Invitrogen, ref. 13778-075), y los experimentos se 

realizaron 48 horas después de la transfección.  

Para la co-transfección de siRNA y DNA se llevó a cabo el protocolo de transfección 

inversa en células en suspensión del kit RNAiMAX, según recomienda el fabricante. 

El procedimiento se detalla a continuación: 

- Sembrar células COS1 en una placa de 6 pocillos para una confluencia 

del 80% al día siguiente.  

- En un tubo eppendorf mezclar 500 µl de Opti-MEM (Gibco) con el siRNA 

para una concentración de 25 nM. Añadir 0.8 µg de DNA. 

- Añadir al tubo 5 µl de Lipofectamine RNAiMAX reagent. Mezclar e incubar 

a temperatura ambiente durante 15 minutos. 

- Añadir la mezcla a las células recién sembradas. 

- 24 horas después de la transfección, dividir las células para una 

confluencia del 80% al día siguiente. 

- Realizar el experimento 48 horas después de la transfección. 
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2.4. Técnicas bioquímicas 

2.4.1. Análisis de proteínas 

2.4.1.1. Cuantificación proteica 

La cuantificación de la concentración proteica de la muestra se realizó mediante la 

técnica de Bradford 
336

, utilizando el reactivo BioRad Protein Assay (BioRad). Esta 

técnica permite cuantificar pequeñas cantidades de proteína midiendo la 

absorbancia de la muestra de las longitudes de onda de 595 y 450 nm. Se extrapola 

la ratio de absorbancia de la muestra con la curva obtenida a través de soluciones 

de sero-albúmina bovina (BSA) de concentraciones conocidas. 

2.4.1.2. Electroforesis 

Tras la cuantificación proteica, las proteínas de la muestra se separan por 

electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS. Esta técnica permite la separación 

de las proteínas según su peso molecular. Los geles de acrilamida constan de dos 

fases de diferente concentración: 

- Fase empaquetadora/concentradora: tiene como objetivo la concentración 

de todas las proteínas en un mismo punto antes de que se alcance la fase 

resolutiva. Se compone de un porcentaje de acrilamida del 5%. 

- Fase resolutiva: su función es separar las proteínas de la muestra según 

su peso molecular debido a un tamaño restrictivo de los poros del gel. El 

porcentaje de acrilamida puede ser variable en función del rango de 

resolución que se requiera, oscilando entre un 6 y un 15 %. 

Antes de la carga de las muestras en el gel, éstas deben mezclarse con un tampón 

de muestra (TM-4X; 10% SDS, 40% glicerol, 4 mM DTT y 0.4 mg/ml de azul de 

bromofenol), en proporción 1:3 (tampón:muestra), lo que permite la 

desnaturalización de las proteínas y les confiere la misma carga negativa 

específica. Las muestras son entonces incubadas a 100°C durante 5 minutos, y 

posteriormente cargadas en el gel, y sometidas a 35 mA de intensidad eléctrica 

durante aproximadamente 1.5 horas. 
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2.4.1.3. Western Blot 

Tras la separación, las proteínas son transferidas a una membrana de nitrocelulosa 

(BioRad, poro 0.45 µm), donde pueden ser detectadas mediante anticuerpos 

específicos. La transferencia se realiza mediante la aplicación de una corriente 

eléctrica de 60 V durante 2 horas a 4°C. La membrana se somete entonces al 

protocolo de western blot: 

- Se realiza un lavado de 5 minutos con TBS-T (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 

150 mM NaCl, 0.005 % Tween-20) 

- Bloqueo de la membrana con TBS-T con 5% de leche en polvo desnatada 

durante 50 minutos 

- Un lavado de 5 minutos con TBS-T 

- Incubación del anticuerpo primario en TBS-T durante 2 horas (en el caso 

del anti-p-MYPT1, el anticuerpo primario fue incubado en solución de 

bloqueo). 

- Tres lavados de 5 minutos con TBS-T 

- Incubación del anticuerpo secundario conjugado con HRP (Horseradish 

Peroxidase) en TBS-T durante 0.5-1 hora, según el anticuerpo (en el caso 

del anti-p-MYPT1, el anticuerpo secundario fue incubado en solución de 

bloqueo) 

- Tres lavados de 5 minutos con TBS-T. 

- Un lavado de 5 minutos con TBS (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl). 

- Incubación con ECL (Enhanced ChemiLuminiscence, Biological Industries) 

durante 1 minuto 

- Detección de la luz generada por la reacción del HRP del anticuerpo 

secundario y el ECL, mediante la exposición de un film fotográfico (Super 

RX, Fujifilm) 

2.4.2. Inmunoprecipitación 

La técnica de la inmunoprecipitación nos permite aislar una proteína de un lisado 

celular y analizar su abundancia o su interacción con otras proteínas, mediante el 

uso de anticuerpos específicos para dicha proteína. En esta tesis se utilizaron 

siempre anticuerpos procedentes de conejo en la realización de las 
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inmunoprecipitaciones. Los complejos antígeno-anticuerpo son precipitados por la 

unión del anticuerpo a la proteína A  unida covalentemente a esferas magnéticas 

(Dynabeads
©
Life Technologies, ref. 10001D), que pueden ser entonces aisladas 

mediante el uso de un imán. Los lisados se obtuvieron con el tampón TGH (1 % 

Tritón X-100, 10 % glicerol, 50 mM Hepes pH 7.3, 50 mM NaCl, 10 mM NaF, 1 mM 

PMSF, 10 mg/ml leupeptina, 10 mg/ml aprotinina, 1 mM Na3VO4). El protocolo de la 

inmunoprecipitación se detalla a continuación: 

- Las células son sembradas en placas de 100 mm de diámetro y tras las 

transfecciones y tratamientos correspondientes, las placas se colocan a 

4°C y se lavan dos veces con PBS. 

- Se añaden 700 µl de tampón TGH a cada placa y las células son 

recogidas mediante raspado, y colocadas en tubos eppendorf. 

- Los extractos celulares se incuban en el tampón durante 15 minutos a 4°C 

en un rotor. 

- Se centrifugan los tubos a 16000xg durante 15 minutos a 4°C. El pellet es 

descartado. 

- Se añaden 1.5 µg de anticuerpo (anti-GFP, conejo. Abcam; anti-RFP, 

conejo. Genscript) a cada lisado y se incuba a 4°C durante 2 horas en un 

rotor. 

- Se añaden 30 µl de la solución de esferas magnéticas conjugadas con 

proteína A y se incuba a 4°C durante 1 hora. 

- Mediante el uso de un imán se aíslan las esferas del resto de la muestra. 

El sobrenadante, que será la fracción no unida, se recoge para un 

posterior análisis. 

- Se lavan las esferas tres veces con tampón TGH con una concentración 

de NaCl de 150 mM, para eliminar el mayor número de interacciones 

inespecíficas. 

- Se realiza un último lavado no astringente con TGH sin NaCl. 

- Se añaden 40 µl de tampón de muestra TM 1X a las esferas y se incuban 

a 100°C durante 5 minutos, con el fin de inducir la separación de las 

proteínas de interés de las esferas, y desnaturalizarlas. 

- Las muestras se cargan en un gel de poliacrilamida para su posterior 

análisis por western blot. 
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Durante el western blot podemos analizar tanto las proteínas inmunoprecipitadas 

mediante el anticuerpo utilizado, como las proteínas que interaccionan con la 

proteína de interés, y que han sido co-inmunoprecipitadas. El análisis de la co-

inmunoprecipitación nos permite estudiar las interacciones entre proteínas dentro 

de la célula, y como éstas varían después de tratamientos determinados. 

2.4.3. Ensayo de pull-down 

2.4.3.1. Transformación en E. coli, expresión y purificación de la proteína 

GST-ROCK1-725-1024 

Bacterias BL21pLys, especializadas en la producción de proteína, fueron 

transformadas con el constructo GST-ROCK1-725-1024 clonado en pGEX-4T-2. 

Las bacterias fueron cultivadas en 200 mL de medio LB con ampicilina/cloranfenicol 

a 37°C. Cuando la densidad óptica del cultivo alcanzó niveles de entre 0.5 y 0.7 

(OD, 595 nm), la expresión proteica fue inducida mediante la incubación con IPTG a 

37°C (300 µM, 3 h). El cultivo fue centrifugado a 4°C (10 min, 5000 rpm) y el pellet 

obtenido fue almacenado a - 80°C, y posteriormente lisado con un tampón de lisis 

(10 mM Tris, 2 mM EDTA, 25% sacarosa) conteniendo inhibidores de proteasas. El 

lisado fue sonicado y centrifugado de nuevo a 4°C (20 min, 20000 X g) y la proteína 

GST-ROCK1-725-1024 se purificó del sobrenadante mediante esferas de 

glutationa-sefarosa (GE Healthcare).  

2.4.3.2. Pull-down 

Se transfectaron células COS1 con, GFP-Rac1G12V, GFP-Rac1G12V-A37, GFP-

Rac1G12V-A56 o el vector GFP vacío como control negativo. Tras 24 horas de 

expresión, las células se lisaron a 4°C con tampón TGH (1 % Triton TX-100, 10 % 

glicerol, 50 mM Hepes) conteniendo inhibidores de proteasas y los lisados fueron 

incubados con GST-ROCK1-725-1024 unido a las esferas de glutationa-sefarosa a 

4°C en agitación durante 2 horas. La presencia de interacción entre la proteína 

GST-ROCK1-725-1024 y las respectivas proteínas GFP fue determinada por 

western blot. 
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2.5. Técnicas de microscopía 

2.5.1. Inmunocitofluorescencia 

Mediante esta técnica es posible analizar la localización subcelular de proteínas o 

lípidos con el uso de anticuerpos primarios específicos y anticuerpos secundarios 

conjugados con moléculas fluorescentes, y su posterior análisis mediante 

microscopía de fluorescencia. A continuación de detalla el procedimiento utilizado: 

- Las células son sembradas, y en su caso transfectadas, sobre 

cubreobjetos de vidrio de 12 mm de diámetro. 

- Tras los tratamientos correspondientes, lavar las células con PBS y fijarlas 

con paraformaldehido al 4% en PBS durante 15 minutos. Este paso se 

lleva a cabo a 37°C para facilitar la preservación de las estructuras 

tubulares de membrana. 

- Lavar las células 2 veces con PBS. 

- Permeabilizar con Tritón X-100 0.1% o con saponina 0.1% en PBS 

durante 5 minutos a temperatura ambiente. 

- Lavar con PBS. 

- Bloquear con BSA 1% en PBS durante 5-10 minutos. 

- Lavar con BSA 0.1% en PBS. 

- Incubar las células con el anticuerpo primario en una solución de BSA 

0.1% en PBS durante 50 minutos a temperatura ambiente. 

- Lavar tres veces con BSA 0.1% en PBS. 

- Incubar con el anticuerpo secundario conjugado con un fluoróforo en una 

solución de BSA 0.1% en PBS durante 30 minutos a temperatura 

ambiente. 

- Lavar tres veces con PBS. 

- Lavar una vez con agua destilada. 

- Montar los cubreobjetos sobre el portaobjetos con el medio de montaje 

mowiol. 
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2.5.1.1. Internalización de β1-integrina 

La dinámica de la internalización de β1-integrina fue analizada mediante técnicas 

de inmunocitofluorescencia. La incubación del anticuerpo primario se realizó in vivo 

a 4°C, para inhibir su internalización durante la formación de los complejos 

antígeno-anticuerpo. A continuación se detalla el procedimiento utilizado: 

- Células COS1 son sembradas y transfectadas con GFP-Mem o GFP-

Rac1G12V sobre cubreobjetos. 

- Tras 24 horas de expresión, las células se atemperan a 4°C, y a 

continuación se incuban con el anticuerpo primario anti-β1-integrina (rata) 

durante 30 minutos. 

- Lavar el exceso de anticuerpo con PBS e incubar las células a 37°C en 

presencia o ausencia de W13 y dejar internalizar el complejo antígeno-

anticuerpo durante 25 minutos. 

- Tras la internalización, lavar dos veces con PBS a 4°C. 

- Realizar un lavado ácido (ácido acético glacial 0.5%, NaCl 0.5 M pH3.0) a 

4°C durante 2 minutos, para eliminar el anticuerpo unido no internalizado. 

- Lavar 2 veces con PBS. 

- Fijar las células con paraformaldehido al 4% en PBS a 37°C (para evitar la 

rotura de los túbulos). 

- Permeabilizar con Tritón X-100 0.1% en PBS durante 5 minutos. 

- Bloquear con BSA 1% en PBS durante 10 minutos. 

- Incubar anticuerpo secundario (anti-rata) conjugado con un fluoróforo 

durante 30 minutos. 

- Análisis por microscopía de fluorescencia. 

Las imágenes fueron tomadas con el microscopio confocal espectral TCS SP5 

(Leica Microsystems, Heidelberg, Alemania), acoplado a una cámara DMI6000 

(Leica). Se tomaron imágenes de varios planos del eje Z con el fin de abarcar la 

totalidad de la célula. El análisis de las imágenes se realizó con el programa ImageJ 

(National Institute of Health). Para determinar la cantidad de β1-integrina 

internalizada en cada condición, se tuvieron en cuenta los valores de fluorescencia 

normalizados por unidad de área celular. 
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Con el fin de comparar los valores totales de internalización de células GFP-

Rac1G12V y células GFP-Mem tras el tratamiento con W13, se combinaron los 

valores de internalización obtenidos de células con y sin túbulos en un mismo valor. 

Para ello se tuvo en cuenta el porcentaje medio obtenido para cada categoría en 

experimentos anteriores, que corresponden a un 70% de células sin túbulos y un 

30% de células con túbulos, aplicando la siguiente fórmula: 

 

𝐼𝑇 = (𝐼𝑠 × 𝑟𝑠) + (𝐼𝑐 × 𝑟𝑐) 

Donde, 

𝐼𝑇  =  internalización media de la población total de células GFP-Mem tratadas con W13. 

𝐼𝑠 =  internalización media de células GFP-Mem sin túbulos tratadas con W13. 

𝐼𝑐 =  internalización media de células GFP-Mem con túbulos tratadas con W13. 

𝑟𝑠 =  0.7 (ratio media de células GFP-Mem sin túbulos tratadas con W13). 

𝑟𝑐 =  0.3 (ratio media de células GFP-Mem con túbulos tratadas con W13). 

 

Mediante esta fórmula corregimos la desviación de los porcentajes de células con y 

sin túbulos debida al pequeño tamaño de la muestra obtenida mediante esta 

técnica. 
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El fosfolípido PI(4,5)P2 ha sido descrito ampliamente como un factor clave en la 

endocitosis. De hecho, numerosas proteínas endocíticas contienen dominios de 

unión específicos para PI(4,5)P2. La dinámica de su metabolismo está finamente 

regulada por diversos enzimas que pueden fosforilarlo, defosforilarlo, hidrolizarlo o 

sintetizarlo a partir de precursores, cambiando su concentración en dominios 

específicos de la membrana. En los primeros pasos de la endocitosis, la 

concentración de PI(4,5)P2 aumenta y recluta clatrina u otros tipos de proteínas de 

cubierta o asociadas a procesos de remodelación de membrana, dando lugar a una 

invaginación. Más tarde, los niveles de PI(4,5)P2 deben reducirse para completar el 

proceso de formación de vesículas. En los últimos años, nuestro grupo ha descrito 

como la calmodulina (CaM) está regulando la interacción entre Rac1 y PIP5K, el 

principal enzima productor de PI(4,5)P2. La inhibición de la CaM, que es el sensor 

de calcio (Ca
2+

) más importante en células no musculares, induce la formación de 

invaginaciones tubulares ricas en PI(4,5)P2 provenientes de la membrana 

plasmática, que parecen formar parte de un proceso endocítico independiente de 

clatrina 
135

. Sin embargo, también se observó que la sobreexpresión del Rac1 

constitutivamente activo (Rac1G12V) inhibía las tubulaciones inducidas por la 

inhibición de CaM, lo que podría deberse a la acción de efectores de Rac1 

relacionados con el metabolismo de PI(4,5)P2, como la fosfolipasa C (PLC), o 

relacionados con la dinámica del citoesqueleto. 

Los sitios de endocitosis están estrechamente ligados al citoesqueleto de actina, ya 

que éste puede contribuir a la deformación, invaginación o fisión de la membrana. 

La cortactina modula la dinámica del citoesqueleto de actina durante la CDE y la 

CIE 
73,174,337

, en asociación con diversas proteínas como WASP, dinamina o Arp2/3 

72,107,173,174
. Es conocido que la cortactina requiere de Rac1 para ser translocada a la 

membrana plasmática pero no se conoce bien el mecanismo 
338,339

. Asimismo, la 

tensión de la membrana plasmática es también un elemento clave en la regulación 

de la internalización, estimulándose la endocitosis en regiones con una baja tensión 

de membrana 
340,341

. La miosina, en especial la miosina II de células no musculares, 

es, junto con la actina, uno de los principales reguladores de la tensión de 

membrana, especialmente durante la migración celular. Todo ello nos permite 

hipotetizar que la acción de las RhoGTPasas en general, y de Rac1 en particular, 

sobre la actina y la miosina durante la endocitosis y otros procesos celulares, podría 
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ser la responsable del impacto de Rac1G12V sobre los túbulos inducidos por 

PI(4,5)P2. 

La dinámica de las adhesiones focales, que vinculan el citoesqueleto con la matriz 

extracelular a través de la integrina, está también regulada por la endocitosis 

durante la migración celular 
67,68,291,293,342,343

. Existe además una estrecha regulación 

recíproca entre las RhoGTPasas y el tráfico de integrinas 
158,342,344-348

, que se 

extiende a lo largo del eje anteroposterior de la célula en migración, en el que 

generalmente Rac1 está activado en la parte anterior, y RhoA en la parte posterior. 

Por tanto, sería interesante analizar si el fenómeno endocítico que hemos 

observado durante la inhibición de la CaM, y que depende de la actividad de Rac1, 

puede ser un elemento regulador del tráfico de integrinas.  

Teniendo en cuenta estos antecedentes y la información relacionada encontrada en 

la bibliografía, se plantearon los tres principales objetivos de esta tesis doctoral: 

 

1. Analizar la contribución de PI(4,5)P2 en la generación de la red tubular 

inducida por la inhibición de la CaM. 

 

2. Determinar la relevancia de las tubulaciones en la internalización de 

integrina. 

 

3. Determinar el papel de Rac1 y sus efectores en la regulación de los 

túbulos. 
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CAPÍTULO I 

1. Estudio de la implicación de Rac1 y PI(4,5)P2 en la 

formación de estructuras tubulares de membrana: 

regulación por CaM 

Tal como se ha comentado en la introducción y en los antecedentes, el tratamiento 

con W13 induce en las células la formación de una red tubular procedente de la 

membrana plasmática, conectada con el exterior y que parece estar relacionada 

con algunos tipos de endocitosis independientes de clatrina (CIE). Los trabajos 

previos del grupo sugerían un papel clave de Rac1, así como de PIP5K y su 

producto PI(4,5)P2, en el proceso de tubulación observado. En este apartado se 

analiza la implicación de cada uno de estos elementos con mayor detalle. 

 

1.1. Las tubulaciones inducidas por el tratamiento con W13 

son debidas a la inhibición específica de la CaM  

Los fenotipos producidos por el tratamiento con W13 son asumidos normalmente 

como una consecuencia de la inhibición de CaM. Sin embargo, al ser una base 

débil anfipática, esta molécula es capaz de unirse a los fosfolípidos ácidos de la 

cara interna de la membrana plasmática, modificando su potencial electrostático 
349

, 

lo que podría provocar efectos fenotípicos independientes de la inhibición de CaM. 

Con el fin de descartar esta posibilidad, se analizó la formación de túbulos después 

de diversos tratamientos con moléculas químicamente similares al W13,  pero sin 

efectos descritos sobre la CaM, así como con compuestos inhibidores de la misma 

que no guardan relación con el W13 en cuanto a sus características físico-químicas. 

Se analizó por tanto el efecto de la molécula esfingosina, la cual a bajas 

concentraciones une más fuertemente los fosfolípidos ácidos que el W13 sin 

mostrar efectos sobre la CaM, así como el W12, químicamente muy similar al W13 

pero también sin efectos demostrados sobre la CaM a las concentraciones 

utilizadas con el W13 en nuestros experimentos. Por otro lado se testó el efecto del 
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calmidazolium, otro inhibidor de CaM, y del BAPTA, un quelante de Ca
2+

, ion 

necesario para la acción de la proteína.  El gráfico de la figura 1 muestra el 

porcentaje de células que presentan más de 5 túbulos, umbral establecido para 

considerar la aparición del fenotipo. El calmidazolium y el BAPTA indujeron la 

misma red tubular producida por W13, mientras que el W12 y la esfingosina no 

mostraron diferencias respecto a las células control. Estos resultados confirman que 

los túbulos inducidos por W13 son debidos a una inhibición específica de la CaM. 

 

1.2.  La inhibición de CaM incrementa la interacción entre Rac1 

y PIP5K 

 En los estudios previos del grupo se había determinado que la CaM, al 

interaccionar con la región polibásica del Rac1 activo, podía modular la interacción 

de éste con uno de sus efectores, PIP5K, enzima responsable de la síntesis de 

PI(4,5)P2. Durante el transcurso de esta tesis, la interacción entre Rac1 y PIP5K se 

Figura 1. La inhibición específica de la CaM por W13 induce tubulaciones de membrana. (A) 
Células COS1 que expresaban GFP-Rac1 fueron tratadas con W13 (5 µg/ml), calmidazolium (CDZ, 7,5 
µg/ml), W12 (10 µg/ml), BAPTA-AM (50 µM) o las concentraciones crecientes indicadas de esfingosina 
durante 20 min a 37°C. La gráfica muestra el porcentaje de células que presentaban más de 5 túbulos 
(media ± SEM de 3 experimentos independientes, n = 100 células). La significancia estadística entre las 
diferentes condiciones y el control correspondiente fue determinada mediante el test t-Student 

**
p<0.01, 

***
p<0.001. (B) Imágenes de microscopía de fluorescencia de células representativas, que expresaban 

GFP-Rac1, sometidas a los tratamientos indicados (barras, 10 µm).  
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ha analizado bioquímicamente con más detalle mediante co-inmunoprecipitaciones 

recíprocas en presencia o ausencia del inhibidor de CaM. Para ello se expresaron 

transitoriamente las proteínas Rac1G12V y PIP5K fusionadas con las proteínas 

fluorescentes Cherry y GFP respectivamente en células COS1. Tras 2 horas de 

ayuno, se inmunoprecipitaron dichas proteínas con los anticuerpos anti-RFP y anti-

GFP, y la presencia de Rac1G12V o PIP5K inmunoprecipitadas o co-

inmunoprecipitadas fue detectada por western blot  (Figura 2). Los resultados 

corroboran que la CaM interfiere en la interacción entre Rac1 y PIP5K, pues su 

inhibición induce una mayor interacción entre ambas proteínas. 

 

1.3. Papel de PI(4,5)P2 en la inducción de túbulos durante la 

inhibición de CaM  

La inhibición de CaM produce efectos evidentes sobre la interacción entre Rac1 y 

PIP5K, lo cual podría alterar el metabolismo de PI(4,5)P2, producto de PIP5K. 

Asimismo, en trabajos previos del grupo se demostró la implicación directa de este 

enzima en la formación de los túbulos de membrana, pues cuando se 

sobreexpresaba durante 24 horas causaba un efecto similar al tratamiento con W13 

135
. También se describió la presencia de PI(4,5)P2 en los túbulos mediante la 

expresión transitoria de sondas específicas para dicho fosfolípido 
135

. Dichas 

observaciones hacían probable una posible relación entre las tubulaciones 

Figura 2. La inhibición de CaM 
por W13 aumenta la interacción 
entre Rac1 y PIP5K. Cherry-
Rac1G12V y GFP-PIP5K fueron 
co-expresados transitoriamente en 
células COS1. Tras el tratamiento 
con W13 (5 minutos, 15 µg/ml), 
GFP-PIP5K o Cherry-Rac1G12V 
fueron inmunoprecipitados con un 
anticuerpo policlonal anti-GFP o 
anti-RFP, respectivamente, y la 
presencia de Cherry-Rac1 o GFP-
PIP5K fue detectada por western 
blot. Las gráficas muestran la 
relación de las respectivas co-
inmunoprecipitaciones entre las 
diferentes condiciones, obtenidas 
mediante densitometría (n=3). 
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inducidas por la inhibición de la CaM y la regulación de PI(4,5)P2 y nos condujeron 

a estudiar con mayor detalle la implicación de este fosfolípido. 

1.3.1. Presencia y requerimiento de PI(4,5)P2  

Como hemos comentado, la presencia de PI(4,5)P2 en los túbulos ya fue descrita 

previamente en nuestro laboratorio. Con el objetivo de detectar con mayor precisión 

este fosfolípido en los túbulos, se realizó la detección del mismo mediante 

inmunocitofluorescencia, utilizando un anticuerpo específico contra PI(4,5)P2, en 

células COS1 tratadas con W13 y que expresaban un marcador de membrana. En 

la figura 3A se puede apreciar claramente un marcaje específico en los túbulos, que 

indica la presencia de PI(4,5)P2 en los mismos.  

Con el fin de determinar si el aumento y presencia de PI(4,5)P2 es causante directo 

del fenotipo tubular, y no es simplemente una consecuencia no relacionada con la 

formación de los túbulos inducidos por W13, se estudió el impacto de la adición 

directa de PI(4,5)P2 exógeno en células COS1. Las células mostraron el mayor 

porcentaje de túbulos a una concentración de 50 µM de PI(4,5)P2 (figura 3B), y a 

esta concentración se analizó estadísticamente el efecto sobre la formación de 

túbulos (figura 3C). La incubación con PI(4,5)P2 indujo un porcentaje de células con 

túbulos similar al tratamiento con W13, lo cual indica una relación causa-efecto 

entre el aumento de este fosfolípido y la aparición de las tubulaciones. En la figura 

3D se muestra una imagen representativa obtenida mediante microscopía confocal. 

1.3.2. La acción de la dinamina es necesaria para la formación de 

los túbulos 

La dinamina es una GTPasa grande implicada en la fisión de la membrana 

plasmática durante la endocitosis dependiente de clatrina (CDE) y en algunos tipos 

de CIE 
35,350,351

, así como en la fisión de orgánulos 
352,353

, citoquinesis 
95,354

 e incluso 

en el reordenamiento del citoesqueleto de actina 
88,355

. Se ha descrito de hecho una 

relación estrecha entre la dinamina y la cortactina, una proteína relacionada con la 

actina, en procesos de endocitosis y durante la reordenación del citoesqueleto 

107,173
. Asimismo, hay estudios que demuestran que la dinamina puede inducir 

tubulaciones tanto en liposomas como en células vivas 
350,356

. Además, la dinamina 
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contiene un dominio PH de unión a PI(4,5)P2, y este fosfolípido es importante para 

la acción de la proteína 
357

. La relación de la dinamina con la endocitosis, y la 

importancia de PI(4,5)P2 en su modo de acción nos llevó a analizar su papel en el 

proceso de tubulación inducido por este fosfolípido. 
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Figura 3. PI(4,5)P2 se encuentra en los túbulos y es necesario y suficiente para su formación. (A) Células COS1 
transfectadas con el marcador de membrana Cherry-Mem fueron tratadas con W13 (20 min, 5 µg/ml). El PI(4,5)P2 
fue detectado por inmunofluorescencia con un anticuerpo de ratón específico. (B) Células COS1 transfectadas con 
Cherry-Mem fueron incubadas con diferentes concentraciones de PI(4,5)P2 exógeno durante 20 minutos y se 
cuantificó el porcentaje de células que presentaban túbulos. (C) Porcentaje de células con túbulos después de la 
incubación con PI(4,5)P2 (20 min, 50 µM). Se muestra la media ± SEM de 4 experimentos independientes (n=100). La 
significancia estadística entre las diferentes condiciones fue determinada mediante el test t-Student **p<0.01. (D) 
Imagen representativa de una célula COS1 con túbulos después del tratamiento con PI(4,5)P2. (barras, 10 µm). 

 

Para ello se transfectaron células COS1 con el marcador de membrana Cherry-

Mem, y se trataron con W13 durante 20 minutos, en presencia o ausencia de 

dynasore, un inhibidor químico de la dinamina, que impide su actividad GTPasa 

intrínseca y bloquea el ciclo GTP/GDP necesario para la acción de la dinamina. En 

paralelo también se expresó dinamina-K44A, que actúa como dominante negativo 

manteniendo a la dinamina constitutivamente unida a GDP (figura 4A). El 

tratamiento con dynasore redujo drásticamente el número de células con túbulos, 

tanto a nivel control como en presencia de W13. De igual modo, la expresión de 

dinamina-K44A redujo las tubulaciones en presencia de W13, aunque no tuvo 

ningún efecto a nivel control. Una tercera estrategia fue llevada a cabo para 

confirmar la importancia de la dinamina, silenciando la proteína mediante la 

transfección de un siRNA específico (figura 4B). 48 horas después de la co-

transfección del siRNA y el marcador Cherry-Mem, las células fueron tratadas con 

W13. La ausencia de dinamina también redujo significativamente el número de 

células con túbulos. En contra de lo que cabía esperar, teniendo en cuenta la 

función mejor descrita de la dinamina, que es la fisión de las membranas durante la 

endocitosis, estos resultados demuestran que la dinamina no participa en la fisión 

de dichos túbulos impidiendo su elongación (la ausencia de dinamina no provocó 

mayor porcentaje de tubulaciones), sino que, por el contrario, los resultados 

demuestran que es completamente necesaria para su formación después del 

incremento de PI(4,5)P2. 

1.3.3. Importancia de la PKC 

La proteína quinasa C (PKC) está estrechamente relacionada con la regulación de 

PI(4,5)P2 en la membrana plasmática mediante la fosforilación de proteínas como 

MARCKS 
358

, al permitir un aumento de la disponibilidad de este fosfolípido en la 

cara interna de la membrana plasmática debido a la translocación de MARCKS 
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hacia el citoplasma. Ambas proteínas están además relacionadas con la CaM en la 

regulación de PI(4,5)P2 
331

. De hecho, la fosforilación de MARCKS por PKC impide 

la unión a CaM, y por el contrario la unión de CaM impide la fosforilación por PKC, 

generándose una regulación cruzada entre las vías de PKC y CaM. En trabajos 

previos del grupo se ha descrito que la inhibición de CaM induce un aumento en la 

fosforilación de MARCKS por PKC y provoca su translocación desde la membrana 

plasmática hacia el compartimento endocítico, concentrándose en los EEs 
321

. Para 

comprobar la implicación de PKC en la formación de los túbulos inducidos por W13, 

se transfectaron células COS1 con el marcador de membrana GFP-Mem y después 

de una hora de ayuno, se trataron con BIM o con TPA, inhibidor y activador de PKC 

Figura 4. La formación de túbulos dependientes de PI(4,5)P2 requiere la presencia de dinamina 
funcional. (A) Cuantificación de células CherryMem con túbulos tratadas o no con W13 en presencia 
de dynasore o de sobreexpresión de dinamina-K44A. (B) Cuantificación de células CherryMem con 
túbulos tratadas o no con W13 en presencia de siRNA específico de dinamina o con un siRNA no 
específico. En el panel derecho se muestran los niveles de expresión de dinamina detectada por 
western blot en cada condición. Se muestra la media ± SEM 3 experimentos independientes (n=100 
células). La significancia estadística entre los tratamientos y sus respectivos controles fue determinada 
mediante el test t-Student 

 **
p<0.01,

 ***
p<0.001. 

B 

A 
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respectivamente, en presencia o ausencia del inhibidor de CaM (figura 5). La 

activación de PKC actuó sinérgicamente junto al W13, aumentando el número de 

células con tubulaciones, mientras que su inhibición anuló totalmente la formación 

de túbulos.  

Estos resultados muestran que la actividad de la PKC facilita y es necesaria para la 

formación de estas estructuras, posiblemente a través de la fosforilación de 

MARCKS u otras proteínas, que podrían ser inhibidas por la unión de CaM, 

incrementando eventualmente la accesibilidad de PI(4,5)P2. Esto constituiría otro 

posible mecanismo para el aumento de PI(4,5)P2, además del producido por el 

aumento de la interacción entre Rac1 y PIP5K. 

 

1.4. La activación constitutiva de Rac1 inhibe las 

tubulaciones inducidas por PI(4,5)P2 

Nuestro grupo ya había demostrado previamente que la expresión transitoria del 

dominante negativo de Rac1, el mutante T17N, era suficiente para inducir una red 

tubular similar a la producida por el tratamiento con W13, y que por el contrario, la 

expresión del Rac1-G12V, constitutivamente activo, era capaz de inhibir las 

Figura 5. La actividad de PKC es necesaria para la formación de los túbulos. Células COS1 que 
expresaban GFP-Rac1 fueron tratadas con W13 (20 min, 5 µg/ml), BIM (30 min, 5 µM) o TPA (20 min, 
100 nM) a 37°C. Se muestra la media ± SEM de 3 experimentos independientes (n = 100 células). La 
significancia estadística entre las diferentes condiciones fue determinada mediante el test t-Student 
*
p<0.05, 

**
p<0.01. 
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tubulaciones inducidas por esta droga 
135

. Teniendo en cuenta la estrecha relación 

entre el aumento de PI(4,5)P2 y el efecto tubulador del W13 descrita hasta el 

momento, se analizó si la inhibición de dicho efecto por parte del Rac1 activo se 

trasladaba también sobre el efecto homólogo de la sobreexpresión de PIP5K o la 

adición de PI(4,5)P2 exógeno a las células. Para ello se expresó el Rac1G12V y/o la 

PIP5K en células COS1. Por otro lado, se incubaron células con PI(4,5)P2 exógeno 

también en presencia o ausencia de Rac1-G12V expresado transitoriamente. Los 

resultados muestran como el Rac1 constitutivamente activo es capaz de inhibir 

también las tubulaciones producidas por estos dos tratamientos de una manera 

similar a como lo hace frente al tratamiento con W13 (figura 6), sugiriendo un 

proceso de inducción e inhibición tubular similar en los tres casos y confirmando de 

nuevo una implicación directa de PI(4,5)P2 en el efecto de la inhibición de CaM. 

Las balsas lipídicas son dominios altamente ordenados de la membrana plasmática 

ricos en algunos lípidos como colesterol o PI(4,5)P2. Diversos estudios muestran 

que Rac1 co-localiza con marcadores típicos de las balsas lipídicas, y es co-

purificado con las fracciones celulares correspondientes a estos dominios 
158,359

. 

Figura 6. Rac1G12V inhibe las tubulaciones inducidas por el incremento de PI(4,5)P2. Células 
COS1 que expresaban el marcador GFP-Mem (ctrl) o GFP-Rac1G12V fueron tratadas con PI(4,5)P2 
exógeno (20 min, 50 µM), W13 (20 min, 5 µg/ml) o co-transfectadas con PIP5K a 37°C. Se muestra la 
media ± SEM de 3 experimentos independientes (n = 100 células). La significancia estadística entre las 

diferentes condiciones fue determinada mediante el test t-Student 
*
p<0.05, 

***
p<0.001. 
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Además, la translocación de Rac1 a las balsas lipídicas está directamente 

relacionada con su actividad, la cual puede ser selectivamente inhibida 

localizándose en dominios no ordenados de la membrana plasmática 
360

. Asimismo, 

en trabajos previos de nuestro grupo se determinó que las tubulaciones eran 

formaciones endocíticas correspondientes a vías CIE y que por tanto, podrían 

originarse en las balsas lipídicas 
61,135

.  

Se analizó por tanto la importancia del PI(4,5)P2 localizado específicamente en las 

balsas lipídicas durante la formación de los túbulos. Para ello se diseñó y expresó 

una fosfatasa específica de PI(4,5)P2, proveniente de una levadura, fusionada a un 

péptido correspondiente a los 10 primeros aminoácidos de la proteína Lck (L10-

GFP-PasaWT) y que es una señal de direccionamiento a las balsas lipídicas, con el 

fin de dirigir la fosfatasa específicamente a las mismas. Con ello conseguimos 

presumiblemente reducir los niveles de PI(4,5)P2 solo en las balsas lipídicas, y 

analizar el efecto de su disminución sobre la inducción de los túbulos. Asimismo, 

expresamos una versión mutada no funcional de esta fosfatasa, con la mutación 

D281A (L10-GFP-PasaD281A), para descartar posibles efectos inespecíficos 

debidos a la expresión o localización de la proteína. La expresión de la fosfatasa 

Figura 7. La expresión de una fosfatasa específica de PI(4,5)P2, dirigida específicamente a balsas 
lipídicas, inhibe la formación de tubulaciones inducidas por W13. Células COS1 que expresaban 
Cherry-Mem y una fosfatasa específica de PI(4,5)P2 en su forma salvaje (WT) o el mutante inactivo 
(D281A), dirigidas específicamente a las balsas lipídicas, fueron tratadas con W13 (20 min, 5 µg/ml). La 
gráfica muestra el  porcentaje de células con más de 5 túbulos en las condiciones indicadas (media ± 
SEM de 3 experimentos independientes, n=100). La significancia estadística entre las diferentes 
condiciones fue determinada mediante el test t-Student 

*
p<0.05. 
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salvaje anuló completamente las tubulaciones inducidas por la inhibición de CaM, 

mientras que la versión no funcional no produjo ningún efecto (figura 7). Este 

resultado sugiere que el W13 induce tubulaciones debido a un aumento de 

PI(4,5)P2 y que es en las balsas lipídicas donde dicho aumento tiene un impacto 

sobre la formación de tubulaciones endocíticas. 

 

1.5. Las tubulaciones son ricas en PACSIN2, una proteína con 

dominio BAR 

Las proteínas de la familia BAR son proteínas de unión a lípidos, capaces de 

detectar, estabilizar y generar curvatura en las membranas celulares. Estas 

proteínas están intrínsecamente curvadas y se unen específicamente a diversos 

fosfolípidos, lo que determina la membrana diana para cada proteína BAR. La 

proteína PACSIN2 (protein kinase C and casein kinase substrate in neurons 2) es 

una proteína con dominio F-BAR, y su dominio SH3 en el extremo C-terminal media 

la interacción con diversas proteínas, como dinamina o proteínas relacionadas con 

el citoesqueleto. Además, esta proteína interacciona específicamente con 

fosfatidilserina (PS) y PI(4,5)P2, generando y estabilizando la curvatura en 

membranas ricas en estos fosfolípidos 
361

. PACSIN2 se ha relacionado con la 

tubulación de la membrana plasmática durante la endocitosis mediada por 

caveolina y otras vías dependientes de las balsas lipídicas 
362-364

, y se ha descrito 

que puede asociarse con Rac1 para regular la migración celular 
365

.  

Se analizó por tanto, si PACSIN2 estaba presente en las tubulaciones inducidas por 

la inhibición de la CaM. Para ello se llevó a cabo una inmunofluorescencia en 

células COS1 transfectadas con el marcador GFP-Mem. Tras 24 horas de 

expresión, las células fueron tratadas con W13 y el PACSIN2 fue detectado con un 

anticuerpo específico (figura 8A). PACSIN2 localizaba claramente en los túbulos 

inducidos por W13. El mismo experimento fue realizado en células COS1 que 

expresaban GFP-Rac1G12V, con el fin de comprobar si la activación constitutiva de 

Rac1 era también capaz de impedir la formación de túbulos PACSIN2-positivos 

(figura 8B). El tratamiento con W13 aumentó la cantidad de estructuras tubulares 

positivas para PACSIN2 en células control, y la expresión del Rac1 
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constitutivamente activo inhibió fuertemente su formación. Estos resultados 

sugieren que PACSIN2 podría estar participando en la estabilización o formación de 

los túbulos inducidos por W13, posiblemente mediante la unión a PI(4,5)P2, aunque 

no se puede descartar la participación de otras proteínas con dominios BAR en el 

proceso. 

En el siguiente capítulo se analizará el papel de Rac1, así como de las tubulaciones 

inducidas por el aumento de PI(4,5)P2, en la internalización de integrinas, la cual se 

produce en parte a través de vías CIE. En el tercer y último capítulo se expondrá 

cómo la actividad de Rac1 inhibe las tubulaciones, así como los mecanismos 

moleculares implicados en dicha inhibición.  

B 

Figura 8. Los túbulos contienen PACSIN-2, una proteína con dominio F-BAR. Células COS-1 fueron 
transfectadas con GFP-Mem (A) o con GFP-Rac1G12V (B) y tratadas con W13 (20 min, 5 µg/ml) para 
inducir la formación de túbulos. La detección de PACSIN-2 se llevó a cabo mediante inmunofluorescencia 
(barras, 10 µm). 
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CAPÍTULO II 

2. Relevancia fisiológica de las tubulaciones de 

membrana 

En este apartado se analizarán las posibles funciones fisiológicas de las 

formaciones tubulares inducidas por el incremento de PI(4,5)P2, centrándonos en su 

importancia en procesos endocíticos, y en especial en la internalización de β1-

integrina, relacionada en numerosos estudios con Rac1 
279,366-368

. 

 

2.1. Los túbulos inducidos por W13 contienen β1-integrina 

Las integrinas son proteínas heterodiméricas transmembrana que funcionan como 

receptores de la matriz extracelular (MEC), y vinculan el citoesqueleto de actina 

intracelular con el exterior 
369

. Con la combinación de 18 subunidades α y 8 β, 

existen 24 heterodímeros de integrina diferentes en mamíferos, que se expresan 

específicamente en diferentes células y tejidos, dando como resultado la regulación 

de diversos procesos celulares como proliferación, apoptosis, diferenciación y 

migración celular 
276

. De hecho, la regulación del tráfico de integrinas, 

internalización y reciclaje, es fundamental en procesos de migración celular. Las 

Figura 9. Presencia de β1-integrina en túbulos inducidos por el aumento de PI(4,5)P2. Células COS1 
fueron transfectadas con el marcador de membrana GFP-Mem. Se incubaron las células con anticuerpo 
anti-β1-integrina y se dejó internalizar durante 20 minutos, al tiempo que se indujo la formación de túbulos 
mediante el tratamiento con W13. El anticuerpo anti-β1-integrina fue detectado por 

inmunocitofluorescencia con el anticuerpo secundario adecuado conjugado con Alexa-555 (barra, 10 µm). 
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integrinas pueden ser internalizadas por muchas de las principales rutas 

endocíticas, incluyendo vías dependientes e independientes de clatrina 
60,293,342,343

. 

Con el fin de averiguar si la integrina puede ser internalizada a través de los túbulos 

inducidos por el incremento de PI(4,5)P2, producido por la inhibición de CaM, se 

realizó un experimento de inmunocitofluorescencia. Se transfectaron células COS1 

con el marcador GFP-Mem y después de 24 horas de expresión, se incubaron con 

un anticuerpo de rata anti-β1integrina (ectodominio) para la unión a la integrina 

localizada en la membrana plasmática durante 30 minutos a 4°C, con el fin de evitar 

la internalización durante la unión del anticuerpo. Posteriormente, las células fueron 

lavadas e incubadas durante 20 minutos a 37°C en presencia de W13 para 

estimular la internalización de integrina y la formación de túbulos. Seguidamente, 

las células fueron fijadas y permeabilizadas, y más tarde incubadas con un 

anticuerpo secundario anti-rata marcado fluorescentemente (figura 9). Se tomaron 

imágenes de células que presentaban túbulos tras el tratamiento. En las imágenes 

puede apreciarse claramente la presencia de β1integrina en los túbulos, lo que 

indica que podrían formar parte de alguna de las rutas de internalización de esta 

proteína. 

 

2.2. La entrada a través de los túbulos altera el tráfico 

intracelular de β1-integrina 

Una vez internalizadas, las integrinas llegan rápidamente a los endosomas 

tempranos (EE, early endosome). En presencia de fibronectina siguen la ruta a los 

endosomas tardíos para su degradación 
291

, pero la mayoría de integrinas 

internalizadas son recicladas de vuelta a la membrana plasmática desde los EE 
370

. 

Es interesante analizar por tanto si, tras su internalización a través de los túbulos, el 

tráfico intracelular de β1-integrina se ve alterado respecto a la ruta seguida en 

células que no presentan tubulaciones. Para ello se llevó a cabo un experimento de 

inmunocitofluorescencia en células COS1 que expresaban transitoriamente el 

marcador GFP-Mem. Se incubaron las células con un anticuerpo de rata anti-β1-

integrina durante 30 minutos a 4°C. Posteriormente se dejó internalizar la integrina 

a 37°C durante 20 minutos en presencia o ausencia de W13. Después de fijar y 

permeabilizar las células, fueron incubadas con un anticuerpo anti-EEA1, marcador 

típico de los EE, y más tarde con los anticuerpos secundarios correspondientes 
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para la detección fluorescente de β1-integrina y EEA1 (figura 10). Según lo 

esperado, las células sin tratar mostraron un alto nivel de co-localización entre 

vesículas EEA1 positivas y β1-integrina tras 20 minutos de internalización (figura 

10A). Lo mismo ocurría en las células tratadas con W13 que no presentaban 

tubulaciones. Por el contrario, en células con túbulos tratadas con W13, la β1-

integrina se localizaba en las tubulaciones y disminuía notablemente su localización 

en vesículas positivas para EEA1 (figura 10B). Este resultado sugiere que la 

inducción de túbulos provoca una rápida internalización de β1-integrina, 

excluyéndola del tráfico convencional hacia los EEs, al menos en los primeros 

estadios desde su internalización, lo cual podría impedir un inmediato reciclaje de 

vuelta a la membrana plasmática. 

 

Figura 10. La formación de túbulos altera el tráfico intracelular temprano de β1-integrina. Células 
COS-1 fueron transfectadas con el marcador de membrana GFP-Mem. Tras 24 horas de expresión, las 
células fueron incubadas con anticuerpo anti-β1-integrina y tratadas con W13 durante 20 min. La β1-
integrina y el EEA1 de células con (B) y sin túbulos (A) fueron detectados por inmunocitofluorescencia 
(barras, 10 µm). 

B 

A 
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2.3. La formación de túbulos incrementa la entrada neta de 

β1integrina 

Se ha descrito que los túbulos inducidos por la inhibición de la CaM son una vía de 

entrada de β1integrina y que afectan su tráfico intracelular tras la internalización. 

Para determinar si esta ruta de entrada de β1-integrina se traduce en un incremento 

en su internalización se llevó a cabo un ensayo de internalización para cuantificar la 

tasa de entrada y compararla con la de células sin túbulos. Para ello se 

transfectaron células COS1 con el marcador GFP-Mem. Tras 24 horas de expresión 

las células fueron incubadas con anticuerpo anti-β1-integrina durante 30 minutos a 

4°C, y tras lavar el anticuerpo no unido, se dejó internalizar la integrina durante 20 

minutos a 37°C, en presencia o ausencia de W13. Después de la internalización, las 

células fueron sometidas a un lavado ácido a 4°C durante 2,5 minutos para eliminar 

el anticuerpo no internalizado, y más tarde fueron fijadas y permeabilizadas, y el 

anticuerpo internalizado fue detectado mediante un anticuerpo secundario marcado 

con fluorescencia. La cantidad de β1-integrina internalizada fue determinada 

mediante la cuantificación de la intensidad media de fluorescencia de las células en 

imágenes de microscopia confocal. El tratamiento con W13 aumentó ligeramente la 

cantidad de β1integrina internalizada en células que no presentaban tubulaciones 

respecto a células sin tratar. Sin embargo, las células tratadas con W13 que 

presentaban túbulos, mostraron un aumento espectacular en la tasa de entrada de 

β1-integrina, con una internalización 2.5 veces mayor que las células sin túbulos sin 

tratar, y unas 2 veces mayor que las células sin túbulos incubadas con W13 (figura 

11A). Esto parece indicar que la formación de túbulos acelera la entrada neta de 

β1-integrina. 

 

2.4. Efecto de la expresión de Rac1G12V sobre la 

internalización de β1-integrina 

Sirviéndonos como herramienta del ensayo de internalización descrito en el 

apartado anterior, quisimos determinar si la inhibición de las tubulaciones por parte 

de Rac1 activo, descrita en el capítulo I, se debía a un impedimento en su 

formación o si, por el contrario, la expresión de Rac1G12V induce una escisión más 
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eficiente de las invaginaciones, impidiendo que puedan ser detectadas. Para ello, 

realizamos un ensayo de internalización de las mismas características y paralelo al 

experimento anterior, en células que expresaban GFP-Mem o GFP-Rac1G12V 

(figura 11B y C). Tras totalizar la internalización media de β1-integrina, incluyendo 

en el cálculo los valores correspondientes a células con y sin túbulos (ver Materiales 

y Métodos), se compararon las tasas de internalización de células sin tratar con las 

de células incubadas con W13. Las células que expresaban GFP-Mem (figura 11B) 

exhibieron una mayor internalización bajo el tratamiento con W13, incluyendo 

células con y sin túbulos, respecto al control (sin túbulos). Sin embargo, las células 

GFP-Rac1G12V (sin túbulos, figura 11C) mostraron una significativa aunque poco 

importante disminución en la internalización después de la inhibición de la CaM.  

Este resultado sugiere que la ausencia de las tubulaciones tras la expresión del 

Rac1 constitutivamente activo no es consecuencia de su escisión, sino de la 

inhibición de su formación y elongación. 

 

Figura 11. La formación de túbulos 
acelera la entrada de β1-integrina. (A) 
Cuantificación del porcentaje de β1-integrina 
internalizada durante 20 minutos en células 
COS-1 que expresan GFP-Mem tratadas con 
W13 (sin túbulos y con túbulos) respecto al 
control (sin tratamiento y sin túbulos). (B) 
Porcentaje de integrina internalizada en 
células que expresan GFP-Mem tratadas con 
W13 respecto al control. (C) Porcentaje de 
integrina internalizada en células que 
expresan GFP-Rac1-G12V tratadas con W13 
respecto al control. Los valores en (B) y (C) 
incluyen células con y sin túbulos, 
corrigiéndose el valor relativo en base al 
porcentaje predicho de células con y sin 
túbulos en cada condición (ver sección 
Materiales y Métodos). Se muestra la media 
± SEM de 3 experimentos independientes 
(n=20-30 células). La significancia 
estadística entre las condiciones fue 
determinada mediante el test t-Student 

 

*
p<0.05, 

**
p<0.01, ***p<0.001. 
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CAPÍTULO III 

3. Regulación de las tubulaciones por Rac1: 

maquinaria molecular implicada 

En los apartados anteriores hemos demostrado la importancia del aumento y 

mantenimiento de PI(4,5)P2 en la membrana plasmática, y más concretamente en 

las balsas lipídicas, en la inducción de una red tubular de membrana después del 

tratamiento con W13 así como tras el aumento inducido de PI(4,5)P2 mediante la 

sobreexpresión de PIP5K o la incubación con PI(4,5)P2 añadido exógenamente. 

También se ha observado como la activación constitutiva de Rac1 es suficiente 

para inhibir por completo la formación de dicha red tubular, que es una vía de 

entrada de β1-integrina. En este apartado analizaremos el papel que ejerce la 

regulación de los niveles de PI(4,5)P2 en dicha inhibición, estudiando la importancia 

de los efectores de Rac1 implicados en su metabolismo. También analizaremos el 

papel del citoesqueleto en la inducción y/o inhibición de los túbulos y cómo Rac1 

controla y regula la dinámica del mismo para permitir o impedir su formación. 

 

3.1. Regulación de los niveles de PI(4,5)P2 

Existen diversos efectores de Rac1 implicados directamente en el metabolismo de 

PI(4,5)P2 (figura 12). Entre ellos se encuentra la propia PIP5K, ya comentada en el 

capítulo I. Esta quinasa puede ser reclutada y activada en la membrana plasmática 

tanto por la forma activa como la inactiva de Rac1, por lo que puede inducir un 

aumento de PI(4,5)P2 en ambos casos allá donde Rac1 esté presente. Por el 

contrario, existen dos efectores de Rac1 activo, unido a GTP, que disminuyen los 

niveles de PI(4,5)P2, relacionados con su fosforilación o hidrólisis. Estos efectores 

son la fosfolipasa C (PLC), que hidroliza el PI(4,5)P2, transformándolo en diacil-

glicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3), y la fosfatidil-inositol 3-quinasa (PI3K), que 

añade un grupo fosfato al PI(4,5)P2, dando lugar al PI(3,4,5)P3. Ambas proteínas, 

por tanto, reducen los niveles de PI(4,5)P2 en la membrana plasmática, y por ello, 

son posibles candidatos para la reducción de dicho fosfolípido inducida por la 

activación de Rac1. 
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3.1.1. Papel de la PI3K 

Para determinar si la activación de PI3K es responsable de la inhibición de las 

tubulaciones por parte del Rac1 constitutivamente activo, se expresó en células 

COS1 el marcador de membrana GFP-Mem (ctrl) o el GFP-Rac1G12V de manera 

transitoria. Después de 24 horas de expresión y una hora de ayuno, las células 

fueron tratadas con wortmanina (WTM), un inhibidor químico de la PI3K (figura 13). 

El tratamiento con WTM indujo tubulaciones en células que expresaban GFP-Mem 

en un grado similar al tratamiento con W13, debido posiblemente a un aumento de 

PI(4,5)P2 en la membrana plasmática. Sin embargo, este efecto fue de nuevo 

inhibido por la expresión del Rac1 activo, lo que sugiere que esta forma de Rac1 

inhibe las tubulaciones de una manera independiente de PI3K.  

Figura 13. La inhibición de las 
tubulaciones por parte de Rac1G12V es 
independiente de PI3K. Células COS1 que 
expresaban el marcador GFP-Mem (ctrl) o 
GFP-Rac1G12V fueron tratadas o no con 
WTM (20 min, 1 µM) a 37°C. Se muestra la 
media ± SEM del porcentaje de células con 
túbulos de 4 experimentos independientes (n 
= 100 células). La significancia estadística de 
las diferencias entre células que expresaban 
GFP-Mem y GFP-Rac1G1V fue determinada 
mediante el test t-Student 

***
p<0.001. 

Figura 12. Metabolismo de PI(4,5)P2 
controlado por Rac1. Rac1 es capaz de 
reclutar PIP5K a la membrana tanto en 
su forma activa como inactiva, 
incrementando los niveles de PI(4,5)P2. 
La CaM inhibe la interacción entre Rac1 
y PIP5K, por lo que su inhibición con 
W13 aumenta PI(4,5)P2. Los enzimas 
PLC y PI3K solo pueden ser activados 
por Rac1-GTP, disminuyendo el PI(4,5)P2 
allá donde Rac1 es activo. El producto de 
la PI3K (PI(3,4,5)P3 puede a su vez 
activar algunas GEF de Rac1, lo que 
genera un bucle de retroalimentación 
positiva. El equilibrio entre estos enzimas 
controla el nivel de PI(4,5)P2 y puede 
determinar la aparición de túbulos.  
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3.1.2. Papel de la PLC 

El análisis del papel de la PLC en la inhibición de las tubulaciones por parte de 

Rac1G12V fue abordado mediante dos estrategias diferentes. Por un lado se utilizó 

el compuesto U73122, un inhibidor específico de PLC, y por otro, se diseñaron y 

expresaron los mutantes F37A (A37) y W56A (A56) del Rac1G12V, que habían sido 

descritos anteriormente como deficientes en la activación de la PLC 
197

. Conviene 

recordar en este punto que la expresión de la forma activa de Rac1 reducía el 

número de células con túbulos de un 10% a un 1% aproximadamente a nivel basal 

(en ausencia de drogas como el W13) (figura 14A, ctrl GFP-Mem). El tratamiento 

con U73122 de células COS1 que expresaban GFP-Rac1G12V indujo un aumento 

significativo de células con túbulos respecto a las mismas células sin tratar, 

alcanzando alrededor de un 10%. Asimismo, las células que expresaban los 

mutantes del Rac1G12V deficientes en la activación de PLC, el GFP-Rac1G12V-

A37 y el GFP-Rac1G12V-A56, mostraron un número similar de células con túbulos. 

Estos resultados sugieren que la activación de la PLC por parte de Rac1 juega un 

papel en la inhibición de los túbulos a nivel control, posiblemente debido a una 

reducción en los niveles de PI(4,5)P2. 

Sería interesante conocer el efecto del inhibidor de PLC combinado con el W13, 

sobre células que expresan el Rac1 activo, pero desgraciadamente dicho 

tratamiento produjo invariablemente una muerte celular inmediata, por lo que fue 

imposible evaluar su efecto sobre las tubulaciones. 

En cambio, sí pudimos llevar a cabo la inhibición de la CaM en células que 

expresaban los mutantes deficientes en la activación de PLC, así como la 

sobreexpresión de la PIP5K (figura 14B). En el caso de las células que expresaban 

el mutante A37 del Rac1 activo, tanto el tratamiento con W13 como la 

sobreexpresión de la PIP5K indujeron tubulaciones hasta un nivel similar al de 

células que no expresan el Rac1 activo. Este resultado sugería un papel clave de la 

PLC en la inhibición del efecto del W13, además de su importancia a nivel control 

comentada anteriormente. Sin embargo, sorprendentemente, no ocurrió lo mismo 

en células que expresaban el mutante A56, sobre las que ambos tratamientos no 

produjeron efecto alguno respecto a la situación control (figura 14B). Esta aparente 

contradicción descarta que la PLC sea el único efector de Rac1 involucrado en el 
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efecto inhibidor sobre los túbulos inducidos por el aumento de PI(4,5)P2, y nos 

condujo a la búsqueda de algún elemento diferencial entre los mutantes A37 y A56 

del Rac1 activo. Estas posibles diferencias se analizarán en los siguientes 

apartados. 

Figura 14. La activación de la PLC por parte de Rac1 es importante, pero no suficiente, para la 
inhibición de los túbulos. (A) Células COS1 fueron transfectadas con GFP-Mem (ctrl), GFP-Rac1G12V 
o con los mutantes GFP-Rac1G12V-A37 y –A56. Las células GFP-Rac1G12V fueron tratadas con 
U73122 (20 min, 5 µM) a 37°C, y se cuantificó su efecto sobre las tubulaciones, comparado con el 
control o con las células GFP-Rac1G12V-A37 y –A56 sin tratamiento. (B) Células COS1 que expresaban 
GFP-Mem (ctrl), GFP-Rac1G12V o los mutantes –A37 y –A56, fueron tratadas con W13 (20 min, 5 
µg/ml) o co-transfectadas con Cherry-PIP5K, y se determinó el número de células con túbulos en cada 
condición. Se muestra la media ± SEM de 4 experimentos independientes (n=100 células). La 
significancia estadística entre los tratamientos y sus respectivos controles fue determinada mediante el 
test t-Student 

*
p<0.05, 

 **
p<0.01, 

***
p<0.001. 

B 

A 
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3.2. Regulación del citoesqueleto y su importancia en la 

formación o inhibición de las tubulaciones 

Hasta ahora hemos mostrado como la inhibición de la CaM puede estar modulando 

los niveles de PI(4,5)P2, y como esto induce la formación de una red tubular. 

Además hemos comprobado como la activación constitutiva de Rac1 inhibe dicha 

red y hemos analizado la implicación, en esta inhibición, de los efectores de Rac1 

relacionados con el metabolismo de PI(4,5)P2, concluyendo que la activación de la 

PLC contribuye de manera importante a la reducción de las tubulaciones. No 

obstante, encontramos en este último punto argumentos a favor de la existencia de 

otros efectores que están participando en la acción del Rac1 activo, y que son 

independientes de la PLC. Como hemos descrito en la última parte del apartado 

anterior, mientras el mutante A56 del Rac1 activo impide la formación de túbulos 

tras el incremento de PI(4,5)P2, el mutante A37 no es capaz de hacerlo. Es por 

tanto probable que existan efectores que puedan ser activados por el primero y no 

por el segundo, y que estén directamente implicados en la inhibición de los túbulos 

(figura 15). Como mostrarán los resultados en los siguientes apartados, algunos 

defectos del mutante A37 hallados en la literatura están directamente relacionados 

con su incapacidad de regular el citoesqueleto, y relacionan estrechamente a éste 

con la inhibición de las tubulaciones por el Rac1 activo. 

Figura 15. Los mutantes Rac1G12V deficientes en la activación de PLC responden de manera 
diferente ante el incremento de PI(4,5)P2. Tras un aumento de PI(4,5)P2, el mutante A56 inhibe la 
formación de túbulos de manera independiente de PLC, sugiriendo la existencia de otros factores, que 
pueden estar impidiendo las tubulaciones, y cuya activación no puede ser llevada a cabo por el mutante 
A37, que es sensible al incremento de PI(4,5)P2. 
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3.2.1. Rac1G12V-A37 y Rac1G12V-A56 actúan diferencialmente sobre 

el citoesqueleto de actina 

Rac1 constitutivamente activo tiene un gran impacto sobre el citoesqueleto de 

actina, inhibiendo la formación de fibras de estrés 
371

 y regulando su dinámica para 

formar ondulaciones de membrana o lamelipodios 
372

. Las diferencias observadas 

en la respuesta de los mutantes A37 y A56 de Rac1 activo frente al aumento de 

PI(4,5)P2 durante la formación de túbulos, puede estar relacionada con la 

regulación del citoesqueleto, ya que se han descrito deficiencias en la unión de 

ROCK1 y POR1 (también conocida como arfaptina2) por parte del mutante 

Rac1G12V-A37. Debido a que estos dos efectores están directamente relacionados 

con la reordenación de la actina y la miosina, es probable que exista una 

implicación directa de la dinámica del citoesqueleto en el proceso de tubulación. 

Para evaluar en primer lugar si existen diferencias generales en el grado de 

afectación sufrido por el citoesqueleto de actina bajo la expresión de cada mutante 

de Rac1, se transfectó GFP-Rac1G12V, GFP-Rac1G12V-A37 o GFP-Rac1G12V-

A56 en células Vero, que, a diferencia de las células COS1, presentan una robusta 

red de actina filamentosa (F-actina) fácilmente observable mediante técnicas de 

inmunofluorescencia. Tras 24 horas de expresión, las células fueron fijadas y 

permeabilizadas, y la F-actina fue detectada mediante la incubación con faloidina 

marcada con rodamina (figura 16). Mientras los mutantes GFP-Rac1G12V y GFP-

Rac1G12V-A56 modificaron notablemente el citoesqueleto de actina, anulando las 

fibras de estrés e incrementando la actina cortical, el GFP-Rac1G12V-A37 no 

produjo efectos apreciables. Este impacto diferencial de los mutantes sobre la 

actina nos llevó a estudiar con mayor detalle la posible implicación de la F-actina en 

la regulación de los túbulos de membrana. 

 

 



Resultados 

139 
 

3.2.2. La despolimerización de actina permite la formación de 

túbulos en presencia de Rac1 activo 

Para evaluar la importancia de la actina en este proceso, utilizamos la latrunculina 

A, compuesto que provoca la disrupción de la F-actina previniendo el ensamblaje de 

los monómeros de actina. Células COS1 que expresaban GFP-Rac1G12V o GFP-

Rac1G12V-A56 fueron tratadas con esta droga en presencia o ausencia de W13 

(figura 17). La inhibición de la F-actina permitió la formación de túbulos en 

presencia de W13, atenuando la acción del Rac1G12V y anulando por completo el 

efecto del Rac1G12V-A56. Por tanto, podemos concluir que, además de la PLC, el 

Rac1 activo requiere de la polimerización de actina para impedir la formación de los 

túbulos.  

Por otro lado, estos resultados también indican que la polimerización de actina no 

es necesaria para la elongación de las invaginaciones de membrana y la formación 

Figura 16. Los mutantes A37 y A56 del Rac1 activo actúan diferencialmente sobre el citoesqueleto 
de actina. Se muestran imágenes de microscopia confocal de células COS-1 transfectadas con GFP-
Rac1G12V, GFP-Rac1G12V-A37 o GFP-Rac1G12V-A56. La F-actina fue detectada mediante la 
incubación con faloidina marcada fluorescentemente (Barras, 10 µm). 
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de los túbulos. Para dicha elongación es posible que la célula utilice los 

microtúbulos (MTs). El requerimiento de este elemento del citoesqueleto ya fue 

demostrada en trabajos previos de nuestro grupo, por lo que durante esta tesis se 

analizó la implicación de los MTs en el transporte de las estructuras tubulares hacia 

el interior de la célula. 

3.2.2.1. Papel del citoesqueleto de tubulina en la formación de los 

túbulos 

Resultados publicados por nuestro grupo describían otro factor clave en la aparición 

de los túbulos inducidos por PI(4,5)P2: los MTs. Este elemento del citoesqueleto es 

necesario para la elongación y/o mantenimiento de los túbulos de membrana 

inducidos por W13, ya que el tratamiento con nocodazol, un agente 

despolimerizador de microtúbulos, abolía las tubulaciones 
135

. Esto podría indicar 

que los túbulos utilizan la red de MTs como andamiaje para moverse desde la 

membrana plasmática hacia la zona perinuclear. Tal como se ha comentado en la 

introducción, el transporte de vesículas y estructuras tubulares de membrana a lo 

largo del citoesqueleto se produce mediante proteínas motoras. En el caso de los 

MTs, estas proteínas pueden ser dineínas, que recorren los MTs desde el extremo 

“+” hacia el extremo “-“, lo que frecuentemente se traduce en un transporte desde la 

periferia hacia el centro de la célula, y las quinesinas, que recorren los MTs en 

sentido opuesto. 

Figura 17. El citoesqueleto de F-actina es clave en la regulación de los túbulos por Rac1. 
Cuantificación de células con túbulos en presencia o ausencia de W13, tras el tratamiento con 
latrunculina A (200 nM, 20 min). La significancia estadística entre los tratamientos fue determinada 
mediante el test t-Student 

 *
p<0.05, 

**
p<0.01.  
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Con el objetivo de caracterizar mejor el papel de los MTs y confirmar que los 

túbulos inducidos por PI(4,5)P2 son dirigidos hacia el centro de la célula a través de 

ellos, valiéndose por tanto de las dineínas, células COS1 que expresaban el 

marcador GFP-Mem fueron tratadas con EHNA, un inhibidor específico de estas 

proteínas motoras (figura 18). Al igual que ocurría con el tratamiento con nocodazol, 

la inhibición de las dineínas abolió la aparición de los túbulos desde la membrana 

plasmática. Estos resultados sugieren que tras la invaginación inicial, el túbulo 

podría servirse directamente de los MTs, interaccionando con ellos a través de la 

dineina, para elongarse y dirigirse hacia el interior de la célula. 

3.2.3. Participación de cortactina  

Un posible candidato para la inhibición de las tubulaciones por Rac1 a través de la 

polimerización de actina es la cortactina, una proteína monomérica que se 

encuentra en el citoplasma y que puede ser activada por estímulos externos para 

promover la polimerización y el reordenamiento del citoesqueleto de actina, 

especialmente de la actina cortical 
337

. Anteriormente mencionamos algunos 

trabajos referentes al mutante A37 del Rac1G12V y a su incapacidad para 

interaccionar con ROCK1 y POR1 
373,374

. En otro estudio, se describe la incapacidad 

de este mismo mutante para translocar la cortactina a la membrana plasmática 
338

. 

Se ha descrito una importante implicación de la cortactina en la endocitosis y la 

dinámica de la membrana 
72,339,375

. Además, existe una interrelación entre la 

dinamina y la propia cortactina durante diversos procesos endocíticos, y como 

Figura 18. El transporte retrógrado a 
lo largo de los microtúbulos es 
esencial para la elongación de los 
túbulos de membrana. Cuantificación 
del número de células con túbulos. 
Células COS1 fueron transfectadas con 
el marcador de membrana GFP-Mem y 
tratadas con W13 (20 min, 5 µg/ml), 
con EHNA (6 horas, 1 mM) o con 
ambos. Se muestra la media ± SEM de 
3 experimentos independientes 
(n=100). La significancia estadística 
entre los tratamientos y sus respectivos 
controles fue determinada mediante el 
test t-Student 

 *
p<0.05.  
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hemos descrito en el capítulo I, la dinamina está implicada en la formación de la red 

tubular inducida por PI(4,5)P2. Todo ello convierte a la cortactina en otro probable 

elemento diferencial entre el mutante A37 y el A56 del Rac1 activo, que podría estar 

implicado en la inhibición de los túbulos por parte del Rac1 activo, a través de la 

regulación del citoesqueleto.  

3.2.3.1. Translocación de la cortactina a la periferia celular inducida 

por Rac1 

Tal como se ha comentado, se ha descrito que, a diferencia de células que 

expresan el Rac1 activo, la cortactina no es translocada al córtex celular en células 

que expresan el mutante A37 del Rac1 activo. Para averiguar si el mutante G12V-

A56 era capaz de inducir la translocación de la cortactina, se llevó a cabo un 

experimento de inmunocitofluorescencia. Células COS1 fueron transfectadas con 

cada uno de los tres mutantes unidos a GFP. Después de 24 horas de expresión y 

Figura 19. La expresión del mutante GFP-Rac1G12V-A56 provoca la translocación de la cortactina 
a la membrana plasmática. Células COS1 que expresaban GFP-Rac1G12V, GFP-Rac1G12V-A37 o 
GFP-Rac1G12V-A56, fueron fijadas y la cortactina endógena fue detectada por inmunofluorescencia con 
un anticuerpo específico y el correspondiente anticuerpo secundario conjugado con Alexa-555. (Barras, 
10 µm). 



Resultados 

143 
 

una hora de ayuno, las células fueron fijadas y permeabilizadas y la cortactina fue 

detectada con un anticuerpo específico (figura 19). La cortactina se localizó 

claramente en la zona periférica de las células que expresaban los mutantes GFP-

Rac1G12V y GFP-Rac1G12V-A56, pero no así en las que expresaban GFP-

Rac1G12V-A37. Este resultado confirma la observación descrita en el estudio antes 

comentado 
338

, e indica que el mutante G12V-A56 es capaz de translocar la 

cortactina de la misma manera que el G12V, lo que convierte la capacidad de 

translocación de la cortactina en otro elemento diferencial entre ambos mutantes del 

Rac1 activo deficientes en la activación de la PLC. 

3.2.3.2. La cortactina es necesaria en la inhibición de los túbulos por 

parte del Rac1 activo 

Con el fin de dilucidar si la cortactina, y su translocación a la membrana plasmática, 

estaban relacionados en última instancia con la capacidad para impedir la formación 

de túbulos por parte del Rac1 activo, se transfectaron células COS1 con GFP-

Rac1G12V-A56, en presencia o ausencia de expresión transitoria de cortactina 

salvaje o de cortactina-ΔHPSH3, que actúa como dominante negativo de la 

cortactina endógena al poder interaccionar con la actina pero no con otros 

elementos necesarios para su correcto funcionamiento, tales como la dinamina, o 

con proteínas implicadas en la reordenación del citoesqueleto de actina, como 

Arp2/3. Después de 24 horas de expresión, las células fueron tratadas con W13, y 

se cuantificó el número de células que presentaban túbulos (figura 20). La 

sobreexpresión de la cortactina salvaje no tuvo efectos sobre la capacidad del GFP-

Rac1G12V-A56 para inhibir los túbulos inducidos por W13, pero la expresión del 

dominante negativo de cortactina si disminuyó significativamente su capacidad para 

impedir la formación de redes tubulares.  

Estos resultados sugieren que la cortactina está participando, probablemente a 

través de la polimerización de actina, en la inhibición de las estructuras tubulares 

inducidas por el incremento de PI(4,5)P2. 
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3.2.3.3. La translocación de cortactina a la periferia celular inducida 

por Rac1 requiere POR1 

Para averiguar que factor está implicado, corriente abajo de Rac1, en la 

translocación de cortactina al córtex celular, nos basamos en primer lugar en 

observaciones y especulaciones ya comentadas, realizadas por Lamarche et al, 

Weed et al y Joneson et al 
338,373,374

, en las cuales se describe la incapacidad del 

mutante A37 del Rac1 activo para interaccionar con ROCK1 y POR1 in vitro, 

aunque la capacidad para unir PAK, el mejor estudiado de los efectores de Rac1, 

permanecía intacta.  

ROCK1 es una quinasa asociada a la GTPasa RhoA 
374

, y está implicado en la 

regulación de la actomiosina corriente abajo de la vía de señalización de RhoA y 

hasta el momento no existe ningún estudio que demuestre una activación directa de 

Figura 20. Rac1 inhibe las tubulaciones a través de la cortactina. Cuantificación de tubulaciones en 
presencia o ausencia de W13 en células transfectadas con el marcador Cherry-Mem (Ctrl), o co-
transfectadas con GFP-Rac1G12V-A56 y cortactina-WT o cortactina-ΔHPSH3. Se muestra la media ± 
SEM de 3 experimentos independientes (n=100). La significancia estadística entre los tratamientos y sus 
respectivos controles fue determinada mediante el test t-Student 

 *
p<0.05.  
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ROCK1 por parte de Rac1. Por su parte, POR1 es una proteína de unión a Rac1 

necesaria para la formación de ondulaciones de membrana 
179

 y para el 

reordenamiento del citoesqueleto de actina dependiente de Rac1 
182

. Weed et al 

hipotetizan un posible papel de ROCK1 y/o POR1 en la translocación de cortactina 

a la membrana plasmática, lo que explicaría la incapacidad del mutante A37 para 

inducir dicha translocación.  

 

Figura 21. ROCK1 no es necesario para la translocación de cortactina a la membrana plasmática 
inducida por Rac1 activo. Células COS1 que expresaban GFP-Rac1G12V-A56 fueron tratadas con el 
inhibidor de ROCK1 Y27632 (20 min, 50 µM), y la cortactina endógena fue detectada por 
inmunofluorescencia con un anticuerpo específico. (Barras, 10 µm). 
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En primer lugar, evaluamos la importancia de ROCK1 en la translocación de 

cortactina a la periferia celular por parte de Rac1. Para ello se detectó la cortactina 

mediante inmunofluorescencia en células que expresaban GFP-Rac1G12V-A56, en 

presencia o ausencia de Y27632, un inhibidor químico de ROCK1 (figura 21). Como 

 

Figura 22. POR1 es necesaria para la translocación de cortactina a la membrana plasmática 
inducida por Rac1 activo. Células COS1 que co-expresaban Cherry-Rac1G12V-A56 y GFP-POR1-WT 
o GFP-POR-ΔC-term, fueron fijadas y la cortactina endógena fue detectada por inmunofluorescencia con 
un anticuerpo específico, y un anticuerpo secundario Alexa-647. (Barras, 10 µm). 
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se aprecia en las imágenes, la inhibición de ROCK1 no afectó de forma apreciable a 

la translocación de cortactina por parte del Rac1G12V-A56, indicando que ROCK 

no está participando en la translocación de cortactina al córtex celular mediada por 

Rac1. 

Para averiguar si Rac1 induce la translocación de cortactina a través de POR1, se 

llevó a cabo la detección de cortactina en células que co-expresaban Cherry-

Rac1G12V-A56 y GFP-POR1-WT, la forma salvaje, o GFP-POR1-ΔC-term, con la 

deleción del extremo C-terminal, que lo convierte presumiblemente en un dominante 

negativo de POR1 (figura 22). Las células que expresaban el GFP-POR1-ΔC-term 

mostraron una notable reducción de cortactina en la periferia, en comparación con 

células que expresaban la forma salvaje. Este resultado indica que POR1 está 

implicado en la translocación de cortactina dependiente de Rac1. 

3.2.3.4. Rac1 impide las tubulaciones a través de POR1 y ROCK1 

Como se mostró anteriormente, Rac1 induce la translocación de cortactina a la 

periferia celular, y esta proteína es necesaria para la inhibición de los túbulos tras el 

incremento de PI(4,5)P2. Debido a que la translocación de cortactina depende de la 

acción de POR1, se procedió a testar el impacto de la inhibición de POR1 sobre las 

tubulaciones. Para ello se llevó a cabo un experimento con células COS1 que co-

expresaban Cherry-Rac1G12V-A56 y GFP-POR1-WT o GFP-POR1-ΔC-term. Las 

células fueron tratadas o no con W13 (figura 23A). Los resultados muestran que la 

expresión de GFP-POR1-ΔC-term indujo un incremento significativo de las 

tubulaciones en presencia de W13, probablemente debido a la incapacidad de Rac1 

para reclutar cortactina a la membrana plasmática. 

Aunque ROCK1 no parece necesario para la translocación de cortactina a la 

periferia, y no se ha descrito hasta el momento su activación directa por Rac1, la 

incapacidad del mutante A37 del Rac1 activo para interaccionar con esta quinasa in 

vitro 
374

 nos llevó a evaluar su importancia durante el proceso de tubulación 

inducido por W13. Para ello se expresó el mutante GFP-Rac1G12V-A56 en células 

COS1 durante 24 horas. Tras una hora de ayuno, las células fueron tratadas con 

W13 en presencia o ausencia del inhibidor químico de ROCK1, Y27632 (figura 

23B). El tratamiento indujo la formación de tubulaciones en presencia de W13 hasta 

un nivel similar al observado en células que expresan el mutante G12V-A37 de 
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Rac1 tratadas con W13. La implicación directa de ROCK1 también fue evaluada por 

silenciamiento génico mediante la transfección de un RNA pequeño de interferencia 

(siRNA) específico para ROCK1. Se co-transfectaron células COS1 con GFP-

Rac1G12V-A56 y con el siRNA de ROCK1 o un siRNA no específico como control 

negativo. Después de 48 horas, el silenciamiento de la expresión de ROCK1 fue 

verificado por western blot (figura 23C). Las células transfectadas fueron tratadas 

con W13 y se determinó el número de células con túbulos en cada condición (figura 

23C). Las células con la expresión de ROCK1 inhibida, eran sensibles al 

Figura 23. POR1 y ROCK1 son necesarios para la inhibición de los túbulos por parte de Rac1 
activo. (A) Cuantificación del número de células COS1 transfectadas con GFP-Rac1G12V-A56 que 
presentaban túbulos  antes y después del tratamiento con W13 (20 min, 5 µg/ml), en presencia de 
sobreexpresión de GFP-POR1-WT o GFP-POR1-ΔC-term. En el panel derecho se muestran imágenes 
de microscopia confocal representativas de los tratamientos con W13. Las puntas de flecha rojas 
indican la presencia de túbulos. (B) y (C) Células COS1 que expresaban GFP-Rac1G12V-A56 fueron 
tratadas, o no, con W13 (20 min, 5 µg/ml), en presencia o ausencia de Y27632 (B) o de siRNA de 
ROCK1 (C). Se muestra la media ± SEM de 4 (B) o de 3 (C) experimentos independientes (n=100 
células). La significancia estadística entre los tratamientos fue determinada mediante el test t-Student, 
*
p<0.05 

 **
p<0.01. 
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tratamiento con W13 y mostraban un nivel de tubulación similar a las células GFP-

Rac1G12V-A56 tratadas con el inhibidor de ROCK1. 

Con el fin de descartar que la acción de ROCK1 sobre los túbulos pudiera estar 

produciéndose a través de la vía de RhoA, su activador mejor conocido, se 

transfectaron células COS1 con el marcador Cherry-Mem en ausencia (células 

control) o presencia de los mutantes GFP-RhoAG14V o GFP-RhoAT19N, 

constitutivamente activo y dominante negativo de RhoA, respectivamente. Después 

de 24 horas de expresión, las células fueron incubadas en presencia o ausencia de 

W13, y se cuantificó el porcentaje de células con túbulos en cada condición (figura 

24). La activación constitutiva de RhoA, y presumiblemente de ROCK1 corriente 

abajo de RhoA, no solo no inhibió las tubulaciones, sino que, por el contrario, 

produjo un aumento significativo del número de células con túbulos en presencia de 

W13, probablemente debido a la inhibición del Rac1 endógeno. Las células que 

expresaban el dominante negativo de RhoA no mostraron diferencias significativas 

respecto a las células control.  

Estos resultados sugieren un papel clave de ROCK1, independiente de RhoA, en la 

inhibición de los túbulos por parte del Rac1 activo.  

3.2.4. Papel de ROCK1 

Aunque nunca se ha descrito la activación directa de ROCK1 por parte de Rac1, y 

no parece que esta quinasa participe en la translocación de cortactina a la periferia 

celular inducida por la actividad de Rac1, ROCK1 tiene un papel importante durante 

Figura 24. La inhibición de los 
túbulos por parte de ROCK1 es 
independiente de RhoA. Células 
COS1 que expresaban Cherry-Mem 
(ctrl), fueron tratadas, o no, con W13 
(20 min, 5 µg/ml) en presencia o 
ausencia de GFP-RhoAG14V o 
GFP-RhoAT19N. Se muestra la 
media ± SEM de 3 experimentos 
independientes (n=100 células). La 
significancia estadística fue 
determinada mediante el test t-
Student 

 *
p<0.05. 
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la inhibición de las tubulaciones inducidas por PI(4,5)P2, actuando de una manera 

independiente de RhoA. Como ya se ha comentado, sí está descrita la interacción 

directa con Rac1, y la incapacidad del mutante Rac1G12V-A37 para unirse a 

ROCK1. En este apartado se analiza también la interacción de ROCK1 con el 

mutante Rac1G12V-A56, y la activación directa de ROCK1 por parte de cada 

mutante de Rac1 utilizados en este estudio. También se estudía la posible 

implicación de los factores del citoesqueleto corriente abajo de ROCK1 en la 

regulación de los túbulos. 

3.2.4.1. Análisis de la interacción entre Rac1 y ROCK1 in vivo e in 

vitro  

Con el objetivo de comprobar si existen diferencias en la interacción con ROCK1 

entre los mutantes G12V, G12V-A37 y G12V-A56 de Rac1 in vivo, se llevaron a 

cabo experimentos de co-inmunoprecipitación (CoIP). Se expresaron en células 

COS1 los diferentes mutantes unidos a GFP, así como el vector GFP vacío como 

control negativo, durante 24 horas. Después de una hora de ayuno, las células 

fueron lisadas, y estos lisados incubados e inmunoprecipitados con un anticuerpo 

anti-GFP. Más tarde se analizó mediante western blot la cantidad de ROCK1 

endógeno co-inmunoprecipitado (figura 25A). De acuerdo con lo esperado, el GFP-

Rac1G12V fue capaz de interaccionar con ROCK1, y ocurría lo mismo con el 

mutante GFP-Rac1G12V-A56. En cambio, el mutante GFP-Rac1G12V-A37, así 

como el GFP vacío, no mostraron interacción con ROCK1. Debido a problemas 

técnicos, este experimento pudo llevarse a cabo una única vez, por lo que tuvo que 

ser confirmado mediante técnicas in vitro. 

Se efectuaron ensayos de interacción in vitro mediante cromatografía de afinidad 

con glutationa-S transferasa (GST) conjugada con un fragmento de ROCK1 que 

incluye desde el aminoácido 725 al 1024 (GST-ROCK1 725-1024), en el que se 

encuentra el dominio de unión a la GTPasa RhoA (RBD). Debido al gran tamaño de 

la proteína, y por tanto a la dificultad para su clonaje y expresión, se excluyó gran 

parte del extremo N-terminal, que incluye la mayor parte del dominio quinasa de 

ROCK1, así como el extremo C-terminal que contiene el dominio pleckstrin 

homology (PH). Posteriormente, se expresaron los tres mutantes de Rac1-G12V 

unidos a GFP, además del GFP vacío como control negativo, en células COS1, que 
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tras 24 horas fueron lisadas, y estos lisados incubados con el fragmento de GST-

ROCK1 purificado. El GFP-Rac1 unido a GST-ROCK1 725-1024 en cada caso fue 

detectado por western blot (figura 25B). Los resultados confirman la interacción de 

los mutantes G12V y G12V-A56 de Rac1 con ROCK1, y la incapacidad del G12V-

A37 para unir dicha proteína. Esto convierte a ROCK1 en un buen candidato como 

elemento diferencial clave entre los mutantes A37 y A56, que podría también tener 

un papel clave en la diferencia durante la inhibición de los túbulos. 

3.2.4.2. ROCK1 es activado por Rac1, estimulando la vía de 

activación de la actomiosina 

Uno de los principales sustratos fosforilables de ROCK1 es MYPT1 (residuos  

Thr696 y Thr853) 
376

, que es la subunidad reguladora de la fosfatasa de la cadena 

B 

A 

Figura 25. ROCK1 interacciona con Rac1G12V y Rac1G12V-A56, pero no con Rac1G12V-A37. 
Lisados de células COS1 que expresaban las proteínas recombinantes indicadas, fueron incubados 
con anticuerpo de conejo anti-GFP y más tarde con bolas magnéticas de proteína A para llevar a cabo 
una inmunoprecipitación (A), o incubados con GST-ROCK1 725-1024 purificado para llevar a cabo un 
pull down (B), tal como se describe en la sección Materiales y Métodos. La detección de ROCK1 
endógeno y de los diferentes mutantes de GFP-Rac1 expresados se realizó mediante western blot, y la 
detección de GST-ROCK1 725-1024 mediante tinción de Ponceau. Se muestran experimentos 
representativos. (A, n=1; B, n=3; EV, Empty Vector; IP, inmunoprecipitación; WB, western blot).  
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ligera de la miosina (MLCP) 
220

. MYPT1 potencia la actividad de la subunidad 

fosfatasa de la MLCP, la PP1 cδ 
221

, y ello conlleva la defosforilación de la cadena 

ligera de la miosina (MLC), inhibiendo en última instancia la asociación entre la 

miosina y la actina. La fosforilación de los residuos Thr696 y Thr853 de MYPT1 

induce la desactivación de la  PP1 cδ, permitiendo de nuevo la asociación entre la 

miosina y la actina 
376

. 

Para confirmar que ROCK1 es activado directamente por Rac1, y que esta 

activación induce un efecto apreciable sobre MYPT1, y en consecuencia, sobre la 

miosina, se evaluó el nivel de fosforilación de la Thr696 de MYPT1. En primer lugar, 

se verificó que dicha fosforilación dependiese exclusivamente de ROCK1, mediante 

la transfección del siRNA de ROCK1 y la detección de la fosfo-Thr696-MYPT1 (p-

MYPT1) por western blot con un anticuerpo específico (figura 26A). Los resultados 

muestran que la presencia de ROCK1 es necesaria para que se produzca la 

fosforilación de MYPT1. Posteriormente se transfectaron células COS1 con GFP-

Rac1G12V, G12V-A37 o G12V-A56, así como con el GFP vacío como control 

negativo. Tras 24 horas de expresión, las células fueron lisadas, y los lisados 

analizados por western blot. De nuevo se detectaron los niveles de p-MYPT1 en 

cada caso (figura 26B). Las células que expresaban los mutantes G12V o G12V-

A56 de Rac1 presentaban niveles significativamente más altos de p-MYPT1 que las 

que expresaban el mutante G12V-A37 o el GFP vacío. Estos niveles de fosforilación 

correlacionaban perfectamente con la capacidad de cada mutante de Rac1 para 

unir ROCK1 descrita anteriormente. Existen numerosos estudios que describen un 

antagonismo espacio-temporal entre Rac1 y RhoA, que como hemos dicho, es el 

principal activador de ROCK1, y se ha demostrado que Rac1 regula negativamente 

la actividad de RhoA 
377

, lo cual descarta una posible implicación de la vía de RhoA 

en el aumento del nivel de fosforilación de MYPT1, describiéndose por primera vez 

una activación de ROCK1 dependiente de Rac1. 

3.2.4.3. La miosina está implicada en la inhibición de los túbulos por 

el Rac1 activo  

Debido a que la actividad de ROCK1 permite a la miosina asociarse al citoesqueleto 

de actina, y la actomiosina ha sido descrita como un elemento clave en algunos 

procesos de endocitosis y remodelación de la membrana plasmática 
378

, 
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procedimos a evaluar el papel de la miosina en la inhibición de los túbulos por parte 

del Rac1 activo. Para ello, expresamos el GFP-Rac1G12V-A56 en células COS1, y 

tras 24 horas de expresión, tratamos las células con blebistatina, inhibidor general 

de miosinas, en presencia o ausencia de W13 (figura 26C). De nuevo se repitió el 

patrón y en presencia de W13, las células cuya miosina estaba inhibida presentaron 

un nivel de tubulaciones similar a las células que expresan Rac1G12V-A37 tratadas 

con W13. Este resultado sugiere una implicación directa de la miosina en la 

inhibición de los túbulos. 

El citoesqueleto de actomiosina puede estar inhibiendo las tubulaciones mediante al 

menos dos posibles mecanismos. Uno de ellos puede ser la formación de una 

B A 

C 

Figura 26. ROCK1 es activado por Rac1 y estimula la vía de activación de la miosina, necesaria 
para la inhibición de los túbulos. (A) Células COS1 fueron transfectadas con un siRNA contra ROCK1 
a las concentraciones indicadas,  o con un siRNA inespecífico como control negativo. Los lisados fueron 
analizados y los niveles de MYPT1 fosforilado fueron detectados por western blot. (B) En el panel 
superior se muestran los niveles de MYPT1 fosforilado detectados por western blot en células COS1 que 
expresaban GFP-Rac1G12V, GFP-Rac1G12V-A37, GFP-Rac1G12V-A56, o GFP como control negativo 
(EV). La cuantificación de estos niveles expresados en porcentaje respecto al control se muestra en el 
panel inferior (n=3). (C) Cuantificación del número de células COS1 transfectadas con GFP-Rac1G12V-
A56 que presentaban túbulos después del tratamiento con W13 (20 min, 5 µg/ml), blebistatina (30 min, 50 
µM) o W13+blebistatina. Se muestra la media ± SEM de 3 experimentos independientes (n=100 células). 
La significancia estadística entre los tratamientos y sus respectivos controles fue determinada mediante 
el test t-Student 

 *
p<0.05. 
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barrera de actomiosina subyacente a la membrana plasmática, que podría 

incrementar la tensión de la misma o bien impedir físicamente su invaginación 

inhibiendo la aparición de túbulos. Otra posibilidad es que la actividad de Rac1 

estimule la reordenación del citoesqueleto, dando lugar a una escisión más eficiente 

de las invaginaciones, impidiendo igualmente la aparición y observación de los 

túbulos. Los resultados obtenidos en el capítulo II respecto a la internalización de la 

β1-integrina sugieren que la actividad constitutiva de Rac1 podría estar impidiendo 

la invaginación de la membrana, reforzando la hipótesis del aumento de tensión de 

membrana o impedimento estérico para la formación de las invaginaciones. 
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1. Estudio de la implicación de Rac1 y PI(4,5)P2 en la 

formación de los túbulos de membrana: regulación 

por CaM 

Se sabe que la PIP5K puede ser direccionada hacia la membrana plasmática tanto 

por Rac1 activo como inactivo, incrementando los niveles de PI(4,5)P2 en sitios 

específicos. De acuerdo con resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio 
135

, 

nuestros datos confirman que la CaM puede modular la interacción entre Rac1 y 

PIP5K, pues su inhibición aumenta esta interacción y puede estar aumentando la 

producción de PI(4,5)P2 en la membrana plasmática. En trabajos previos, nuestro 

grupo ya había observado la formación de una red tubular procedente de la 

membrana plasmática, que parece formar parte de un proceso endocítico 

independiente de clatrina (CIE), observándose la presencia de PI(4,5)P2 en estos 

túbulos. Los resultados obtenidos en esta tesis confirman que el aumento de este 

fosfolípido es la causa directa de la formación de las tubulaciones, pues la 

sobreexpresión de la PIP5K o la adición de PI(4,5)P2 exógeno generan el mismo 

efecto que la inhibición de la CaM. Además del efecto sobre la PIP5K, la inhibición 

de CaM también permite la acción de las PKCs sobre algunos de sus sustratos 
331

, 

incrementando la fosforilación de proteínas de unión a PI(4,5)P2, como MARCKS, y 

su disociación de la membrana. Ello provocaría finalmente un aumento del PI(4,5)P2 

disponible en la membrana plasmática 
117,379

. La fuerte reducción del porcentaje de 

células con túbulos tras la inhibición de PKC podría ser causada por esta razón, y 

son convenientes nuevos estudios que confirmen el papel de MARCKS u otras 

proteínas similares en el proceso.  

Por tanto, los efectos observados tras la inhibición de la CaM, pero también los 

debidos a la expresión de PIP5K o la incubación con PI(4,5)P2 exógeno, podrían ser 

explicados por una combinación de ambos factores: un incremento en la síntesis de 

PI(4,5)P2 y a la vez un aumento de su accesibilidad para proteínas involucradas en 

la deformación y elongación de la membrana plasmática. 

En trabajos previos del grupo, se demostró que la inhibición de Rac1, mediante la 

expresión de un mutante dominante negativo (Rac1T17N), era suficiente para 

generar la misma red tubular inducida por la inhibición de CaM, mientras que la 
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expresión de la forma activa de Rac1 (Rac1G12V), inhibía completamente las 

tubulaciones en presencia de W13. Ahora hemos comprobado que Rac1 activo 

también inhibe los túbulos inducidos por la adición de PI(4,5)P2 exógeno o por la 

sobreexpresión de PIP5K.  

En una situación fisiológica, la activación de la fosfolipasa C (PLC) por parte de 

Rac1 induciría la hidrólisis de PI(4,5)P2, generando diacil-glicerol (DAG) e inositol-3-

fosfato (IP3). Este último actúa como segundo mensajero, y puede aumentar la 

concentración de Ca
2+

 citosólico, lo que a su vez activa la CaM, la cual puede 

activar Rac1 además de regular su interacción con PIP5K. La CaM puede 

incrementar la actividad de Rac1 por diversos mecanismos, como la activación de la 

CaM quinasa II (CaMKII), que puede activar a su vez GEFs de Rac1 
380

, o la 

activación de la PI3K, que genera PI(3,4,5)P3, fosfolípido capaz de inducir la 

activación de Rac1 a través de algunos de sus GEFs 
381

. Esto genera un bucle de 

retroalimentación positiva entre Rac1 y CaM, que puede ser interrumpido mediante 

el tratamiento con W13. 

 La importancia de PI(4,5)P2 en la formación de los túbulos podría estar relacionada 

con el reclutamiento de proteínas capaces de remodelar la membrana plasmática. 

Por ejemplo, la GTPasa dinamina es reclutada por los PI(4,5)P2, y como hemos 

visto en esta tesis, su presencia es necesaria para la formación de los túbulos. El 

incremento de PI(4,5)P2 en la membrana plasmática induce la oligomerización de 

dímeros de dinamina, y a su vez, la oligomerización provoca un aumento en la 

afinidad de la dinamina por los PI(4,5)P2.  Aunque la función mejor descrita de la 

dinamina es la fisión de las invaginaciones de membrana para formar vesículas, 

algunos autores proponen que la dinamina podría provocar también la tubulación de 

la membrana plasmática dependiendo de la velocidad en la hidrólisis de GTP 
101

. 

Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que la dinamina podría ser la 

responsable de la iniciación de la invaginación de la membrana después del 

incremento de PI(4,5)P2 durante el proceso de tubulación, aunque su importancia 

en un posible proceso de escisión no puede ser descartada.  

Algunas proteínas BAR contienen dominios PH de unión a PI(4,5)P2, y son capaces 

de detectar, inducir y/o estabilizar la curvatura de la membrana. Los túbulos 

producidos por el tratamiento con W13 contienen PACSIN2, una proteína BAR que 
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es capaz de unirse a PI(4,5)P2. También se aprecia la ausencia de túbulos 

PACSIN2-positivos en células que expresan el Rac1G12V. Algunos estudios 

indican que Rac1 regula la localización subcelular de PACSIN2, y que esta proteína 

participa en la vía de inactivación de Rac1 
365

. Además, se han relacionado a las 

proteínas BAR con la acción de la dinamina durante la endocitosis, pues se ha 

descrito que el reclutamiento de las proteínas BAR depende de su unión a la 

dinamina localizada en los sitios de endocitosis 
102

. Esta interacción puede modular 

la actividad GTPasa de la dinamina, lo cual vincula directamente dicha actividad con 

el grado de curvatura detectado o estabilizado por las proteínas BAR. Es posible 

que la dinamina colabore con PACSIN2 para iniciar, elongar y estabilizar los túbulos 

inducidos por el incremento de PI(4,5)P2 (figura 28), aunque la contribución exacta 

de cada una de ellas, así como de otras proteínas BAR, debe ser determinada en 

futuros estudios.  

Se sabe que Rac1 ejerce su acción en la membrana plasmática, y cuando es activo 

se encuentra localizado específicamente en las balsas lipídicas 
158,359,360

. Además, 

en nuestro laboratorio se describieron anteriormente diversos cargos que eran 

internalizados a través de las estructuras tubulares inducidas por la inhibición de la 

CaM, como el MHC-I, y se observó que la transferrina, un marcador típico de la 

endocitosis dependiente de clatrina (CDE), quedaba excluida de los túbulos 
135

. Se 

detectó también la presencia de Arf6 en estos túbulos, una GTPasa que regula 

algunos tipos de CIE 
65

. Al contrario que la CDE, las vías de CIE tienen lugar en las 

balsas lipídicas. En línea con estas observaciones, hemos confirmado que, tras la 

inhibición de la CaM, la aparición de los túbulos se produce  por el aumento de 

PI(4,5)P2 específicamente localizado en las balsas lipídicas. Todo ello sugiere un 

importante papel de la CaM en la modulación de los niveles de PI(4,5)P2 en los 

dominios ordenados de membrana durante la CIE, a través de la regulación de 

Rac1, y quizás también de PKC. Este aumento de PI(4,5)P2 permitiría la formación 

de invaginaciones con morfología tubular a través de proteínas de unión a 

PI(4,5)P2, como dinamina o proteínas BAR, quizás como parte de un proceso rápido 

de internalización tanto de membrana plasmática como de proteínas de las balsas 

lipídicas. 
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2. Relevancia fisiológica de las tubulaciones de 

membrana 

Como ya hemos comentado, PACSIN2 está presente en los túbulos, y se ha 

descrito que esta proteína puede asociarse con Rac1 para regular la migración y la 

adhesión celular 
365

. La inhibición de la expresión de PACSIN2 aumenta la cantidad 

de Rac1-GTP, y promueve la migración dependiente de Rac1. La migración celular 

está finamente regulada por las RhoGTPasas y depende en gran medida de la 

formación y reciclaje de las adhesiones focales (FAs) (figura 27), de las que forman 

parte las integrinas. Existen numerosos estudios que demuestran una regulación 

recíproca entre  Rac1 y las integrinas, siendo la relación con la β1-integrina una de 

las más estudiadas. La β1-integrina se asocia principalmente con la α5-integrina, y 

se sabe que regula la polaridad epitelial a través de Rac1 
366

. Además, se sabe que 

la actividad de Rac1 aumenta tras la sobreexpresión de β1-integrina en células 

CHO 
279

, y disminuye si se inhibe su expresión en células de Schwann 
367

. 

Igualmente, la β1-integrina es regulada positivamente mediante la formación de 

especies reactivas de oxígeno dependientes de Rac1 en cardiomiocitos 
368

. La 

relación entre Rac1 y la β1-integrina nos llevó a estudiar la influencia de las 

tubulaciones en la internalización de esta integrina.  

Nuestros estudios indican que las tubulaciones inducidas por el aumento de 

PI(4,5)P2 son una vía de internalización de la β1-integrina. El tratamiento con W13 

incrementa la tasa media de entrada de β1-integrina respecto a las células no 

tratadas. Esto es debido fundamentalmente al incremento de células con túbulos en 

presencia de W13. Además, las células tratadas con W13 que no presentan 

tubulaciones también muestran un aumento significativo en la tasa de 

internalización respecto a las células control sin túbulos, aunque dicho aumento es 

poco importante en comparación al que exhiben las células con túbulos.  No hemos 

obtenido datos sobre el tráfico de β1-integrina en células con túbulos a tiempos 

largos de internalización, en los que el reciclaje de vuelta a la membrana plasmática 

dificultaría el estudio de su tasa de entrada. Sin embargo, nuestros datos 

demuestran una tasa de internalización de β1-integrina unas 2.5 veces mayor en 

células con túbulos, respecto a células sin túbulos, tras 20 minutos. Hemos 

observado además la exclusión de parte de la β1-integrina internalizada de la red 
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de endosomas tempranos en células que presentan túbulos, en comparación con 

células sin túbulos, después de 20 minutos de internalización, lo que indica una 

perturbación respecto al tráfico convencional de β1-integrina. Todo esto sugiere que 

la red de túbulos inducida por el aumento de PI(4,5)P2 puede ser una vía de entrada 

rápida, y que utiliza mecanismos distintos para el tráfico intracelular, al menos en 

los primeros estadios. W13 tampoco induce una mayor tasa de internalización de 

β1-integrina en células que expresan Rac1G12V. Este dato confirma que Rac1 

reduce las tubulaciones impidiendo su formación, y no escindiéndolas de manera 

más eficiente, y como comentaremos más adelante, refuerza la hipótesis de la 

sobre-activación local de actomiosina como mecanismo de inhibición de las 

tubulaciones por el Rac1 activo, impidiendo la invaginación de la membrana 

plasmática. De hecho, diversos estudios muestran que Rac1 regula algunos tipos 

de CIE, controlando la macropinocitosis, la vía de CLIC/GEEC, la entrada del IL-2R 

(Interleukine-2 Receptor) o del AMF (Autocrine motility factor) 
30,175,382,383

. La 

reordenación del citoesqueleto de actina mediada por Rac1 y posiblemente por 

RhoA se ha demostrado esencial para que la internalización pueda llevarse a cabo 

385,386
. Por otro lado, se ha observado que la sobreexpresión del mutante 

constitutivamente activo de Rac1 puede inhibir la CDE, posiblemente al disminuir 

los niveles de PI(4,5)P2 necesarios para esta vía de entrada 
384-386

.  

Las integrinas, presentes en las adhesiones focales, actúan de puente entre el 

citoesqueleto y la matriz extracelular (MEC). Algunos estudios indican que la 

integrina es internalizada constantemente y que la función de dicha internalización 

es la de reciclar las integrinas más que la de degradarlas. Para que el reciclaje 

tenga lugar, las integrinas deben llegar a los compartimentos endocíticos 

tempranos, desde los cuales son dirigidos directamente a la membrana plasmática,  

generando un ciclo de reciclaje corto, o bien son llevados a los compartimentos de 

reciclaje, para volver a la membrana plasmática en un ciclo largo de reciclaje. La 

internalización de la β1-integrina a través de los túbulos inducidos por PI(4,5)P2, y la 

consecuente reducción de su presencia en los EEs, implica la exclusión de la 

integrina, al menos temporalmente, de los ciclos de reciclaje a la membrana 

plasmática, reduciendo por tanto la cantidad de integrina disponible para la unión a 

la MEC (figura 27). Durante la migración, la formación de túbulos inducidos por 



Discusión 

163 
 

PI(4,5)P2 permitiría a la célula liberarse temporal y localmente de la MEC en zonas 

en retracción, como el borde posterior (figura 27). 

La internalización y reciclaje de la integrina es crítica durante la migración o la 

regulación de la morfología celular, donde los anclajes de la célula a su entorno son 

claves. Una célula en migración necesita desensamblar las adhesiones focales en 

su parte posterior a la vez que genera nuevos anclajes en el borde anterior de 

avance. Rac1 y RhoA actúan antagónicamente en este aspecto. Rac1 promueve la 

formación y el recambio de adhesiones incipientes y facilita la asociación de estas 

adhesiones a las protrusiones generadas por la polimerización de actina 

dependiente de Rac1. Por el contrario, RhoA induce la maduración de las 

adhesiones focales y su asociación con fibras de estrés 
223,287

.  

Como ya hemos comentado anteriormente, las propias integrinas pueden a su vez 

activar de forma diferencial a las diferentes RhoGTPasas. Por ejemplo, la 

sobreexpresión de β3-integrina aumenta la actividad de Rho y la formación de fibras 

de estrés, mientras que la sobreexpresión de β1-integrina incrementa la actividad 

de Rac1 y la formación de lamelipodios 
279

. Se sabe que Rac1 se activa 

mayoritariamente en la región anterior de la célula en migración, mientras que RhoA 

presenta más actividad en el borde posterior. En la figura 27 se expone un modelo 

hipotético en el que la activación de Rac1 en el borde anterior de una célula 

migrante, y la consecuente inhibición de los túbulos, podría impedir la entrada 

rápida de proteínas como la β1-integrina, así como de la propia membrana 

plasmática. De hecho, como se ha comentado en el capítulo III de resultados, la 

activación de RhoA facilita la formación de túbulos inducidos por PI(4,5)P2, lo que 

podría provocar una mayor entrada en el borde posterior, donde RhoA es más 

activo, y en el que las adhesiones deben disociarse de la MEC y la membrana debe 

ser retraída y reciclada hacia otras localizaciones. Ezratty et al describen que el 

desensamble de las adhesiones focales precisa de altos niveles de actividad Rho, 

además de la acción de la dinamina y los MTs 
295

. La dinamina podría contribuir a la 

eliminación de las integrinas y otros elementos de las adhesiones focales de la 

membrana plasmática, y los MTs podrían ser necesarios para el transporte de las 

estructuras endocíticas hacia el interior de la célula, además de contribuir 

directamente al aumento de la actividad GTPasa de la dinamina 
387

. El estudio de 

Ezratty et al sugiere también que la función de la dinamina es necesaria para la 
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migración celular direccionada. Todo ello está en consonancia con los resultados 

obtenidos durante esta tesis, ya que, como hemos descrito en los capítulos I y III, 

los MTs y la dineína, que transporta material hacia el centro de la célula a lo largo 

de los MTs, así como la acción de dinamina, son esenciales para la aparición de las 

estructuras tubulares (figura 27). 

Por tanto, es posible que la polarización de una célula en migración, y la 

consecuente regulación espacio-temporal de Rac1 y RhoA, determine la inducción 

local de tubulaciones en el borde posterior y su inhibición en el borde anterior, en 

coordinación con la regulación de los niveles de PI(4,5)P2 por parte de la CaM. 

Dichos niveles podrían modular la acción de la dinamina y de las proteínas BAR. 

Todo ello daría como resultado un reciclaje rápido de FAs en el borde de avance, y 

una exclusión local y temporal de las integrinas de la superficie celular en el borde 

posterior en retracción (figura 27). Futuros experimentos deben confirmar que la 

polarización de la actividad de las RhoGTPasas durante la migración determina 

realmente la distribución de las tubulaciones, y que éstas regulan la migración 

celular. A continuación, se discutirá sobre los posibles mecanismos a través de los 

cuales Rac1 inhibe la formación de túbulos, y por tanto, la entrada de β1-integrina a 

través de esta vía de internalización.  
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Figura 27. Modelo hipotético del posible papel de las tubulaciones en el reciclaje de integrinas y la 
migración celular direccionada. Durante la migración, la célula debe extenderse hacia delante, 
reciclando y produciendo nuevas adhesiones a la MEC, y retraer a su vez la parte posterior, 
desensamblando las adhesiones. Durante el proceso, las AFs atraviesan diferentes fases de maduración, 
desde su formación y reciclaje rápido en el borde de avance, pasando por un crecimiento y maduración, 
hasta su desensamble en el borde posterior. Esto permite el direccionamiento en el desplazamiento de la 
célula. El proceso viene determinado en gran medida por la polarización en el estado de activación de las 
RhoGTPasas RhoA y Rac1, lo que permite una regulación polarizada de la dinámica del citoesqueleto de 
actina. RhoA es activo principalmente en la parte posterior, favoreciendo la formación de fibras de estrés, 
que pueden actuar como soporte mecánico para la retracción de la célula. Por su parte, Rac1 se activa 
principalmente en el borde anterior, permitiendo la polimerización de actina y la formación de estructuras 
específicas como los lamelipodios, que favorecen la extensión de la membrana. La baja actividad de 
Rac1 en el borde posterior, junto con una alta actividad de RhoA, podría permitir la formación de túbulos 
de membrana, y la internalización rápida de las integrinas, favoreciendo el desensamble de las AFs e 
impidiendo el reciclaje rápido de las integrinas para formar nuevas adhesiones (cuadro ampliado de la 
izquierda). Por otro lado, el aumento de la actividad de Rac1 en el extremo anterior puede inhibir la 
internalización tubular, favoreciendo la endocitosis de integrinas a través de otras vías, permitiendo así la 
renovación rápida de adhesiones focales (cuadro ampliado de la derecha). La regulación espacio-
temporal de los niveles de PI(4,5)P2 durante la migración, y su relación con la regulación de las 
RhoGTPasas y el reclutamiento de integrinas en el borde anterior, ha sido ampliamente descrita 
(revisado por Thapa & Anderson, 2012 

388
). La regulación local de los niveles de PI(4,5)P2 en las balsas 

lipídicas, además de la acción de MTs y proteínas con dominios BAR como PACSIN2, podrían favorecer 
la inducción o inhibición de los túbulos endocíticos en diferentes momentos y lugares de la célula.  
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3. Regulación de las tubulaciones por parte de Rac1: 

maquinaria molecular implicada 

Nuestros resultados demuestran una clara participación de la PLC en la inhibición 

de los túbulos por parte de Rac1, probablemente al reducir los niveles de PI(4,5)P2. 

Sin embargo, experimentos con mutantes de Rac1 deficientes en la activación de 

PLC (Rac1G12V-A37 y Rac1G12V-A56), indican la presencia de otros mecanismos, 

pues el mutante Rac1G12V-A56 puede inhibir los túbulos aún después del aumento 

de PI(4,5)P2. Esto nos ha permitido encontrar elementos del citoesqueleto 

involucrados en la regulación de las tubulaciones corriente abajo de Rac1. Para 

ello, nos hemos servido del mutante A56 del Rac1 activo como herramienta, ya que 

carece de la actividad PLC, que impediría el incremento local de PI(4,5)P2 en las 

zonas donde Rac1G12V está presente. Al mismo tiempo, a diferencia del mutante 

A37, el mutante A56 es capaz de activar otros efectores que impiden la formación 

de túbulos, aun después del incremento de PI(4,5)P2. Por tanto, este mutante nos 

permite diseccionar los factores corriente abajo de Rac1, e independientes de PLC, 

involucrados en la inhibición de los túbulos y estudiar su relevancia en el proceso. 

El citoesqueleto juega un papel primordial en todas las vías de internalización y las 

RhoGTPasas dirigen su reordenación, en especial de la F-actina. La expresión de 

los mutantes de Rac1 analizados en esta tesis afecta de manera distinta a la 

organización del citoesqueleto de actina. Mientras los mutantes G12V y G12V-A56 

inhiben por completo las fibras de estrés, el G12V-A37 no induce ningún cambio 

apreciable sobre el citoesqueleto de actina. Los resultados obtenidos con los 

tratamientos con latrunculina A (LatA) indican que el Rac1 activo impide la aparición 

de tubulaciones no solo a través de la disminución de los niveles de PI(4,5)P2 sino 

también mediante la polimerización de actina. Aunque el nivel de tubulaciones 

inducidas por W13 aumenta fuertemente en células que expresan Rac1G12V en 

presencia de LatA, dicho aumento es significativamente mayor en células que 

expresan Rac1G12V-A56. Esto otorga un papel relevante tanto a la polimerización 

de actina como a la activación de PLC durante la regulación de los túbulos; el 

balance entre ambos elementos determinaría la dinámica de las tubulaciones. 

Asimismo,  no se puede descartar que la disrupción masiva de la F-actina (LatA) 

modifique la tensión de la membrana plasmática, facilitando la tubulación o 
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modificando el umbral a partir del cual los niveles de PI(4,5)P2 desencadenan la 

invaginación. 

Los resultados de los experimentos con LatA sugieren además que la 

polimerización de actina no representa la fuerza motriz necesaria para la elongación 

y direccionamiento de los túbulos. Como se ha comentado en el apartado anterior, 

es probable que dicha fuerza sea proporcionada por los MTs y sus proteínas 

asociadas. En trabajos previos del grupo se determinó que la despolimerización de 

los MTs inhibía las tubulaciones de membrana. En este trabajo se ha descrito que la 

dineína, que transporta elementos desde la periferia de la célula a lo largo de los 

MTs es necesaria para su aparición, lo que sugiere que esta proteína motora es la 

responsable de la fuerza motriz necesaria para la elongación y direccionamiento de 

los túbulos hacia el centro de la célula. Un trabajo reciente describe como las 

dineínas y el complejo dinactina proporcionan la fuerza mecánica necesaria para la 

tubulación de la membrana plasmática durante la CIE 
138

. Además, el citoesqueleto 

de actina podría actuar como una barrera entre la membrana y los microtúbulos. De 

hecho, se ha descrito que la despolimerización de de actina permite la formación de 

túbulos de membrana dependientes de MTs 
389

. 

Uno de los principales factores que inducen la polimerización de actina dependiente 

de Rac1 es la cortactina, que es además uno de los elementos moduladores de la 

dinámica de actina más importantes durante la endocitosis 
72,174

. Se ha descrito 

ampliamente el papel de la cortactina tanto en la CDE como en la CIE, y su 

asociación con la dinamina para llevar a cabo los procesos de endocitosis. La 

dinamina puede interaccionar, a través de su dominio PRD, con el dominio SH3 de 

la cortactina, haciendo de puente entre los procesos de membrana y el 

citoesqueleto de actina. Esta asociación, junto con la importancia de la dinamina en 

la generación de las tubulaciones inducidas por PI(4,5)P2, y la implicación de la 

polimerización de actina en su inhibición, convierten a la cortactina en uno de los 

posibles factores regulados por Rac1 responsables de la inhibición de las 

tubulaciones. La translocación de la cortactina a la membrana plasmática 

dependiente de la actividad Rac1 fue descrita por Weed et al 
338

. Los autores 

demostraron además la ausencia de dicha translocación en células que expresaban 

el mutante G12V-A37 de Rac1. Nuestros resultados confirman estos datos, y 

demuestran que la expresión del mutante Rac1G12V-A56, al igual que el 
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Rac1G12V, induce la translocación de cortactina a la periferia celular. Los 

experimentos con el dominante negativo de cortactina sugieren además que la 

acción de esta proteína es necesaria para la inhibición de los túbulos. Es probable 

por tanto que la importancia de la F-actina en dicha inhibición venga determinada 

por la translocación de la cortactina a la periferia celular dependiente de Rac1. La 

dinamina, que podría ser reclutada a las balsas lipídicas tras el incremento de 

PI(4,5)P2, podría asociarse a la cortactina cuando Rac1 está activo, y facilitar la 

polimerización de actina durante el inicio de la tubulación. 

Weed et al y otros autores proponen dos posibles efectores de Rac1 (POR1, 

también conocida como arfaptina2, y ROCK1), como responsables de la 

translocación de cortactina, basándose en la incapacidad del mutante A37 del Rac1 

activo para interaccionar con estas proteínas 
338,373,374

. Nuestros resultados sugieren 

que tanto POR1 como ROCK1 son necesarios para la inhibición de las tubulaciones 

por el rac1 activo. Sin embargo, únicamente POR1 es requerido para la 

translocación de cortactina. POR1 es una proteína con dominio BAR, y por tanto es 

capaz de detectar, generar y estabilizar curvatura en las membranas celulares. Se 

ha descrito que POR1 se asocia a membranas con alto grado de curvatura, y puede 

inducir la tubulación solo si se encuentra en altas concentraciones 
390

. Desde su 

descubrimiento como proteína de unión a Rac1, POR1 ha sido también relacionado 

con Arf1, 3 y 5, y se cree que podría ser un factor de regulación entre las vías de 

señalización de Rac1 y Arf 
181-183

. Se ha demostrado que la cara cóncava de un 

dímero de POR1 constituye un sitio de unión para Rac1, y que POR1 es necesario 

para la formación de estructuras relacionadas con la F-actina dependientes de 

Rac1, como las ondulaciones de membrana 
179,183

. Sin embargo, los mecanismos a 

través de los cuales POR1 regula la translocación de cortactina a la periferia celular 

están todavía por determinar, y pueden ser objeto de estudio en próximas 

investigaciones. 

Como ya hemos comentado, nuestros resultados indican que ROCK1 también es 

necesario para que Rac1G12V puede impedir la formación de tubulaciones 

inducidas por PI(4,5)P2. Ya se había descrito que el mutante Rac1G12V-A37 no 

interacciona con ROCK1 in vitro 
374

. En esta tesis hemos confirmado este dato tanto 

in vitro como in vivo, y hemos demostrado que el mutante Rac1G12V-A56, al igual 

que el Rac1G12V, si puede interaccionar con ROCK1. Además, los resultados 
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obtenidos in vitro sugieren que la interacción podría producirse a través del dominio 

de unión a RhoA (RBD), ya que la proteína de fusión diseñada carece del dominio 

quinasa y de los dominios en el extremo C-terminal, por lo que no serían necesarios 

para la unión.  

ROCK1 está relacionado sobre todo con la inducción de la actomiosina en la vía de 

RhoA. No obstante, nuestros estudios sugieren por primera vez una activación 

directa de ROCK1 por parte de Rac1, de manera independiente de RhoA. Aunque 

la acción de Rac1 y RhoA es a menudo antagónica, ya se han descrito diversos 

efectores compartidos por ambas GTPasas, activados en momentos y/o lugares 

diferentes para producir efectos antagónicos en varios procesos celulares, como es 

el caso de PRK1 y PRK2 
240,241

. Es probable que Rac1 y RhoA compitan por la 

unión a ROCK1. De esta forma, los diferentes estados de activación de ambas 

RhoGTPasas en distintos lugares de la célula, podrían determinar localmente la 

activación de ROCK1 por una u otra. De hecho, pese a que, como ya hemos 

comentado, ROCK1 es necesario para la inhibición de las tubulaciones por parte de 

Rac1 activo, la expresión del RhoA constitutivamente activo (RhoAG14V) induce un 

incremento de las tubulaciones, lo que descarta una activación de ROCK1 por parte 

de RhoA en el proceso de inhibición. La activación de ROCK1 por Rac1 incrementa 

la fosforilación de MYPT1, y esto podría estar aumentando localmente la asociación 

de la miosina con el citoesqueleto de actina. Hemos visto además que la inhibición 

de miosina mediante blebistatina, un inhibidor general de las miosinas, permite la 

aparición de tubulaciones tras el incremento de PI(4,5)P2 en células que expresan 

Rac1G12V-A56. Existen diversos estudios sobre el papel de la miosina en la 

endocitosis, en especial durante la CDE. La miosina II no muscular (MII) induce el 

reclutamiento de clatrina a las uniones adherentes, potenciando la endocitosis de 

cadherinas. La MII también contribuye a la curvatura de los CCVs en los primeros 

pasos de la CDE 
391

.  
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Todos nuestros datos permiten plantear la hipótesis de que Rac1 puede estar 

regulando la internalización de los túbulos mediante la coordinación de la miosina y 

la actina (figura 28). Posiblemente mediante la acción de Rac1, POR1 podría 

direccionar la cortactina a las balsas lipídicas, donde los túbulos son inducidos. Ello 

permitiría la polimerización local de la actina. Al mismo tiempo, la activación de 

Figura 28. Maquinaria molecular implicada en la formación e inhibición de los túbulos. El 
incremento de PI(4,5)P2 en las balsas lipídicas, debido a la sobreexpresión de la PIP5K, la adición de 
PI(4,5)P2 exógeno o la inhibición de CaM (1), podría inducir el reclutamiento de dinamina y la curvatura 
e invaginación incipiente de la membrana plasmática. En ausencia de Rac1 activo (2), la invaginación 
es elongada mediante la acción de la dineína, que conduciría en sentido retrógado el túbulo resultante 
a lo largo de los MTs. El PI(4,5)P2 acumulado, así como el alto grado de curvatura, podría reclutar 
proteínas BAR como PACSIN2, permitiendo la estabilización de la estructura tubular. Cuando Rac1 
está activo (3), éste puede activar POR1 y ROCK1, que a través de la translocación de cortactina y la 
fosforilación de MYPT1 pueden inducir el ensamblaje de la actomiosina. La cortactina podría asociarse 
con la dinamina tras el incremento de PI(4,5)P2, e iniciar la polimerización de actina localmente. La 
sobreactivación de la actomiosina podría impedir la formación de túbulos mediante dos posibles 
mecanismos: la formación de una barrera que aumentaría la tensión de membrana y/o impediría 
estéricamente el reclutamiento de proteínas como PACSIN2 y otras proteínas BAR (4), o la generación 
de la fuerza mecánica para escindir la invaginación (5). 
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ROCK1 y la consiguiente inactivación de MYPT1, potenciarían la asociación de la 

miosina con la F-actina. La sobreactivación local de las redes de actomiosina 

modificaría la tensión local de la membrana plasmática. De hecho, se ha descrito 

recientemente que una elevada actividad local de las redes de actomiosina puede 

inhibir la endocitosis durante el desarrollo de Drosophila 
392

. El citoesqueleto 

subyacente puede generar una elevada tensión en la membrana plasmática, o 

bloquear estéricamente el acceso de la maquinaria endocítica, inhibiendo de ambas 

formas la endocitosis 
393,394

. Sin embargo, además de este mecanismo, la 

reordenación del citoesqueleto mediada por Rac1 podría estar inhibiendo las 

tubulaciones mediante una escisión más eficiente de las invaginaciones, impidiendo 

igualmente la aparición y observación de los túbulos (figura 28). Los resultados 

obtenidos sobre la internalización de integrina, discutidos anteriormente, sugieren la 

validez de la hipótesis de la tensión de membrana y/o el impedimento estérico. 
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 La inhibición de CaM induce un aumento de PI(4,5)P2 en la membrana 

plasmática al incrementar la interacción entre Rac1 y PIP5K. 

 

 El aumento de PI(4,5)P2 específicamente en las balsas lipídicas induce la 

formación de una red de túbulos endocíticos. 

 

 La activación de PLC por Rac1 puede atenuar la formación de túbulos. 

 

 Los túbulos inducidos por PI(4,5)P2 son una vía de entrada de β1-integrina y 

aceleran su internalización. 

 

 Rac1 y POR1 inducen la translocación de cortactina a la membrana plasmática. 

 

 Rac1 puede activar ROCK1 de manera independiente de RhoA. 

 

 Rac1 regula la formación de los túbulos modulando la red de actomiosina, 

mediante la acción de la cortactina y la activación directa de ROCK1. 
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