IENCIA Y SOCIEDAD

Filamento de miosina
Modelo atémico

| mantenimiento, la division y el
movimiento de las células re-
quieren la operacion de varios mo-
tores moleculares, lineales o rotato-
rios. Los motores son proteinas.
Algunos, asi la miosina, la kinesi-
na o la dineina, se desplazan por
“rieles” proteinicos (filamentos de
actina o microttbulos) en procesos
cuya energia proviene de la hidrolisis
del adenosin trifosfato (ATP). Por
su tamafio macroscopico, el primer
sistema motriz que se estudid fue
el muasculo. Se proponia averiguar
el modo en que se generaba y con-
trolaba la fuerza muscular.
En 1954, Hugh Huxley y Andrew
Huxley, de forma independiente, de-

1. Estructura del filamento grueso del
masculo estriado de tarantula (4). En el
estado relajado, las cabezas rigidas de
miosina (a) apuntan hacia el baston de la
miosina; las cadenas ligeras reguladoras
estan defosforiladas. Cada molécula de
miosina (a) consta de dos cadenas pesadas
(azul), que se superenrollan y generan un
baston (verde) en su extremo C-terminal y
dos cabezas globulares (azu/) en sus extre-
mos N-terminales. Dos pares de cadenas
ligeras se alojan en el cuello de ambas ca-
bezas, llamadas reguladora (rgjo) y esencial
(amarillo). Esta estructura garantiza que las
cabezas se mantengan plegadas sobre la
superficie, de manera que no interacttien
con los filamentos delgados (c). Cuando el
Ca?* se enlaza con la calmodulina, se acti-
va una quinasa especifica, que fosforila las
cadenas ligeras reguladoras de la miosina.
Se produce entonces la activacion de los
filamentos: se flexibilizan, se desordenan
las cabezas, salen de la superficie (d) y

se acercan a los filamentos delgados. Los
filamentos gruesos activados interactdan
con los filamentos delgados, si éstos se
encuentran también activos; se estimula asi
la produccion de fuerza y el deslizamiento
de ambos filamentos entre si, lo que acorta
el sarcomero ().

mostraron que los musculos estriados
contienen miosina y actina. Descu-
brieron también que ambas proteinas
forman un sistema mecanico, el sar-
comero, que consta de dos conjun-
tos de filamentos interdigitados: los
filamentos gruesos (de miosina) y
los filamentos delgados (de actina),
cuyo deslizamiento relativo causa el
acortamiento del musculo.

Se conocen 17 tipos de miosina. En
su mayoria constan de dos cabezas
globulares. La miosina del musculo
estriado, la miosina Il, “camina” a
lo largo de filamentos de actina; la
fuerza ejercida promueve el desliza-
miento de los filamentos delgados a
lo largo de los gruesos, asi como el
acortamiento del sarcomero.

Hace poco mas de un decenio se
produjo un avance crucial para la
dilucidacion del mecanismo molecu-

lar de la contracciébn muscular. En
1993, el grupo que dirige Ivan Ray-
ment, de la Universidad de Wiscon-
sin en Madison, cristalizé cabezas de
miosina para determinar su estructu-
ra. El andlisis, por cristalografia de
rayos X, revel6 que la cabeza cons-
taba de dos dominios: uno globular
y otro elongado.

El dominio globular, o motor, es-
taba constituido por el extremo N-
terminal de la cadena pesada de la
miosina, con un sitio de enlazamiento
para ATP y un sitio para enlazamien-
to con actina. ElI dominio elongado,
o regulador, en el que la cadena pe-
sada, en conformacion de o-hélice,
tiene adosadas dos cadenas ligeras
(una esencial y otra reguladora),
que confieren rigidez a la cabeza v,
en algunos musculos, controlan la
actividad contractil. El resto de la
cadena pesada hasta el C-terminal se
superenrolla con la cadena pesada de
la otra cabeza, formando el baston.
El dominio regulador opera como

Cabezas Bastén
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un brazo de palanca: acopla la fuer-
za generada por la interaccion entre
el dominio motor y la actina con
el baston. De esa accién resulta el
cambio de conformacién que desliza
ambos filamentos entre si.

En 1963 Hugh Huxley demostro,
mediante microscopia electronica y
tincion negativa, que en los musculos
estriados de vertebrado las miosinas
se agregaban en filamentos bipolares.
Los bastones ocupaban, apretados, el
centro del filamento, mientras que
las cabezas aparecian desordenadas
en la superficie del esqueleto. Sin
embargo, en 1967 el propio Huxley
descubrid, mediante difraccion de
rayos X, que las cabezas de mio-
sina no estaban desordenadas, sino
que desarrollaban una estructura en
hélice, con una repeticion de 43 na-
nometros y una distancia axial entre
cabezas de 14,3 nandmetros.

A partir de 1980, con el fin de re-
solver la discrepancia entre la tincion
negativa y la difraccion de rayos X,
varios grupos estudiaron la estructura
de los filamentos gruesos mediante
microscopia electrénica. En 1983,
Robert Kensler, de la Universidad de
Puerto Rico, y sus colaboradores vi-
sualizaron, mediante tincion negativa,
la disposicion en hélice de cabezas en
filamentos gruesos del invertebrado
Limulus. Asimismo, calcularon su
reconstruccion tridimensional.

En 1985, con Anthony R. Crowther
y Roger Craig, entonces en el Labora-
torio de Biologia Molecular MRC en
Cambridge, obtuvimos micrografias
electronicas de filamentos gruesos
de tarantula tefiidos negativamente.
Mediante una reconstruccién tridi-
mensional a 5 nandmetros de reso-
lucion, resolvimos ambas cabezas
de miosina: en el estado relajado,
las cabezas de miosina formaban 4
hélices. En 1987, descubrimos, con
Craig, de la Escuela de Medicina de
la Universidad de Massachusetts, y
John Kendrick-Jones, del Laboratorio
de Biologia Molecular MRC en Cam-
bridge, que la activacion producia el
desordenamiento de las cabezas, cau-
sado por la fosforilacion de las cade-
nas ligeras reguladoras de la miosina.
Resultaba evidente la importancia de
la transicion orden-desorden de las
cabezas para la relajacion y activa-
cién de la contraccion muscular.

En colaboracion con el grupo de
Craig obtuvimos, mediante criomi-
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2. Modelo atémico del filamento grueso de masculo estriado de tarantula (a). Se mues-
tran dos miosinas (color) y el mapa tridimensional (gr7s). Se observan dos interacciones
intermoleculares: una entre el dominio enlazador de actina de una cabeza (azu/) con la
cadena ligera esencial (naranja) de la cabeza vecina (verde), y otra entre el baston (rgjo)
y el dominio SH3 de la cabeza vecina (verde). Modelo atémico de la molécula de miosina
relajada (6). Muestra tres interacciones intramoleculares: una entre el dominio enlazador
de actina de una cabeza (verde) y la cadena ligera esencial (/i/a) de la otra cabeza (azu/);
una segunda, entre el mismo dominio y el dominio convertidor de la otra cabeza (azu/); y
otra tercera, entre el mismo dominio y el subfragmento S2 (rgjo) del bastén. Diagrama de
una miosina (¢). A la izquierda, la estructura relajada (cadenas ligeras defosforiladas), con
ambas cabezas rigidas y en mutua interaccion. A la derecha, activada, con ambas cabezas
moviles y desordenadas (cadenas ligeras reguladoras fosforiladas).

croscopia electrénica, micrografias
electrénicas de filamentos gruesos de
tarantula congelados e hidratados. El
método permitia calcular estructuras
tridimensionales en hélice a mayor
resolucién. En 2004, gracias a la téc-
nica de reconstruccion iterativa en hé-
lice en espacio real, desarrollada por
Edward Egelman, de la Universidad
de Virginia, aumentamos la resolu-
cion hasta 2,5 nanémetros. Ajusta-
mos luego la estructura atomica de
las cabezas de miosina de musculo
liso de vertebrado (determinada por
el equipo de Kenneth Taylor, de la
Universidad estatal de Florida en Ta-
Ilahassee), al mapa tridimensional.
¢ Qué observamos?

Ambas cabezas de la molécula de
miosina interactuaban entre si. Se
distinguian, en concreto, tres inte-
racciones intramoleculares (dos cabe-
za-cabeza y una cabeza-baston), que
mantenian plegadas las dos cabezas
sobre la superficie del esqueleto, y
dos interacciones intermoleculares,
entre miosinas vecinas (una cabeza-
bastén y otra cabeza-cabeza).

Estas cinco interacciones explica-
ban la formacién —regulada por la
miosina— de las hélices de cabezas
asociadas al estado relajado de los
filamentos gruesos en masculo liso
y estriado en un amplio rango de
especies.




De forma inesperada, la estructura
atobmica de miosina de musculo liso
de vertebrado se ajusto a la recons-
truccion tridimensional de un fila-
mento grueso de musculo estriado de
invertebrado. La precision del ajuste
entre sistemas tan distantes (desde el
punto de vista evolutivo) sugeria que
la estructura de cabezas interactuantes
podia constituir un motivo general
para el estado relajado de filamen-
tos gruesos de miosina regulados por
fosforilacion en musculos estriados y
lisos de numerosas especies.

La activacién de los filamentos
gruesos se producia por la debilita-
cién de estas interacciones. Aconte-
cia ese fendbmeno tras fosforilarse las
cadenas ligeras reguladoras, cuando
el CaZ* activaba al complejo calmo-
dulina-quinasa de cadena ligera de
la miosina. EI modelo atomico del
filamento grueso de miosina abre
las puertas para dilucidar el meca-
nismo molecular de la activacion de
la contraccion muscular mediante la
fosforilacion de las cadenas ligeras
reguladoras.
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