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CONDENSADOS BIOMOLECULARES: ORGANIZADORES DE LA VIDA
por MARIA HEREDIA TORREJON, ALFONSO MARIA LECHUGA SANCHO Y RAUL MONTANEZ
MARTINEZ

INSTITUTO DE INVESTIGACION E INNOVACION BioMEDpICcA DE CADIZ (INIBICA).

Resumen: La vida nunca deja de sorprendernos. Hoy lo hace con unos orgénulos libres de membrana
conocidos como condensados biomoleculares. Estos, son el resultado de un fenémeno de autoorganizacién
de biomoléculas capaz de crear auténticos microentornos con funciones definidas en el interior de la célula.
En los dltimos anos, se ha descubierto que los condensados desempenan un papel relevante en diversos
aspectos de la biologia celular, como la regulacién de la expresién génica, la sintesis de proteinas, el control
de la senalizacion celular, la polimerizacién de proteinas del citoesqueleto o la formacion de agregados
asociados a enfermedades neurodegenerativas, entre muchas otras atin por descubrir. Estos hallazgos estan
desafiando nuestra comprensién actual de los procesos celulares y ofrecen nuevas maneras de entender
el funcionamiento interno de las células. Los condensados muestran mecanismos celulares previamente
desconocidos, mucho mas estocasticos y que diluyen la preponderancia del mecanicismo genético en favor
de los procesos de autoorganizacion celular. El avance en la comprensién de los condensados biomoleculares
abre emocionantes vias de investigacion en biologia celular y molecular y permiten la reinterpretacién de
los procesos que relacionan el genotipo y el fenotipo, ofreciendo asi la posibilidad de comprender mejor las
enfermedades y desarrollar enfoques terapéuticos mas efectivos en el futuro.

Abstract: Life never fails to surprise us. Today, it does so with membrane-less organelles known as
biomolecular condensates. These structures arise from a phenomenon of biomolecular self-organization
capable of generating localized microenvironments with defined functions within the cell. In recent years, the
significance of condensates in various aspects of cellular biology has been unveiled, including the requlation
of gene expression, protein synthesis, cellular signaling control, cytoskeletal protein polymerization, and the
formation of aggregates associated with neurodegenerative diseases, among many others yet to be discovered.
These findings are revolutionizing our current understanding of cellular processes and providing new insights
into cell process requlation. Condensates unveil previously unknown cellular mechanisms, more stochastic,
that are shifting away from the dominance of genetic mechanisms in favor of cellular self-organization
processes. The advancement in comprehending biomolecular condensates paves the way for exciting avenues
of research in cellular and molecular biology, enabling the reinterpretation of processes that relate the
genotype to the phenotype. Offering, in this way, the potential to better understand diseases and develop
more effective therapeutic approaches in the future.

Palabras clave: Condensados Biomoleculares, separacién de fases liquido-liquido, autoorganizacién,
biologia estructural, salud humana.

Keywords: Biomolecular condensates, liquid-liquid phase separation, self-organization, structural biology,
human health.

rapidamente se propaga. ;Cémo logran las células

coordinar tan cadtico citoplasma y llevar a cabo sus
({Qué es un condensado biomolecular?: funciones? En realidad, el contenido intracelular pre-
senta una gran organizacién. Reticulos, mitocondrias,
endosomas o vesiculas de secrecién y otros organulos,
encierran los componentes citoplasmaticos mediante
bicapas lipidicas o los anclan a su superficie. Pero es-
ta es sOlo una de las posibles fuentes de orden. Ahora
sabemos que las células también forman otro tipo
de compartimentos mediante la interaccién esponta-
nea y transitoria de sus proteinas y dcidos nucleicos.
Estos compartimentos conforman auténticos organu-

Imaginad una célula, la minima unidad de la vida.
Pese a la simplicidad del anterior enunciado, cada
célula humana alberga en su interior unas 6 millones
de proteinas, 67 millones de transcritos de distin-
tos ARNs y toda una miriada de otras moléculas.
Ademads, cada una de ellas, presenta diferentes gra-
dos de hidrofobicidad, carga relativa y tendencia a
interactuar o repelerse. En un citoplasma tan con-
currido y reactivo, cualquier pequena perturbacion
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los libres de membrana conocidos como condensados
biomoleculares (CBs)!!l.

Gracias a los CBs, las células agrupan componen-
tes citoplasmaticos implicados en una tarea comun.
Asi, minimizan las interacciones indeseadas con otras
moléculas favoreciendo la eficiencia y especificidad
de las reacciones. Al no verse encerrados por una
membrana, estos organulos intercambian sus compo-
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nentes con el citoplasma circundante sin necesidad
de transportadores especificos?l y son capaces de
percibir y adaptarse rapidamente a las condiciones
cambiantes de su entorno (Figura 1A). Esta regiona-
lizacién dindmica permite el control coordinado de
las millones de reacciones celulares y explicaria la
sorprendente velocidad de los procesos celulares.
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Figura 1: Representacién del proceso de LLPS. A) A partir de un determinado umbral de concentracion, proteinas
y acidos nucléicos establecen interacciones débiles transitorias que provocan la separacion de fases, dando lugar a una
fase densa (condensado biomolecular) y a una fase diluida (citoplasma celular). Estas interacciones se producen entre
determinados componentes, excluyendo al resto del microentorno. (PCC) Pequenias condensados conexos, (GCC) Gran
condensado conexo. B) Representacion de la naturaleza dindmica de los CBs. Las naturaleza de las interacciones definen
la dindmica de las moléculas del interior del condensado. Principalmente adquieren una consistencia semiliquida en la
que las moléculas difunden libremente en el interior del condensado, pudiendo intercambiarse con las del citoplasma
circundante. Esta naturaleza dindmica permite a las gotas fluir, fusionarse o separarse.

Separacion de Fases Liquido-Liquido:

Aunque se conocen diversos mecanismos implica-
dos en la formacién de CBs, los datos experimentales
han demostrado que la separacién de fases liquido-
liquido (LLPS) 5] tiene un papel destacado. En la
célula, la LLPS es un proceso termodindmico pasivo
y reversible que se produce mediante el estableci-
miento de interacciones débiles entre componentes.
Como resultado, estos componentes se agrupan en
una fase densa, diluyendo asi su entorno préximo
(Figura 1A). Tal como sucederia al mezclar agua y
aceite, la tension superficial provoca que la fase densa
adopte forma de gotal*’]. Capaces de fluir, fusionarse
o separarse, estas gotas conforman verdaderos micro-
entornos que existen de forma estable en las células
(Figura 1B).

Este proceso termodindmico permite minimizar
la energia libre de una region del sistema. Descom-
poniendo la energia libre (G) en sus componentes
entalpicos (H) y entrépicos (S), AG = AH — TAS,
vemos que la disminucién entropica que supone la re-
duccién en el niimero de microestados causado por la
condensacion ha de ser compensada por la continua

formacion de interacciones débiles que favorecen la
minimizacién de energia libre mediada por el término
entalpico. Asi pues, el nimero y la fuerza de esas
interacciones van a determinar la probabilidad de
condensacion a una temperatura dada y la estabili-
dad del condensado!®7.

La microcompartimentalizacién celular media-
da por LLPS fue propuesta en 1995 por Walter y
Brooks!®), pero no fue hasta 2009 que esta teorfa gand
relevancia tras demostrar Brangwynne y su equipo
que los granulos-P de las células germinales en Cae-
norhabditis elegans, se forman mediante LLPS]. Pos-
teriormente, el equipo de Michael K. Rosen demostré
la separacion de fases en proteinas de senalizacion
y ofreci6 las primeras evidencias experimentales de
interacciones multivalentes en proteinas!'Y). Desde
entonces, los trabajos mostrando la relevancia de
los condensados a diferentes escalas, estan creciendo
exponencialmente (11,

;. Cuales son los determinantes fisico-quimico-
biolégicos de la LLPS?:

A pesar de todos los avances en el campo, todavia
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no se tiene certeza sobre los mecanismos molecula-
res que gobiernan la LLPS. Sabemos que se pueden
diferenciar dos amplios grupos de moléculas que for-
man parte de un CB: las denominadas scaffolds, que
dirigen su formacién a través de interacciones multi-
valentes entre ellas; y las clients, que se incorporarian
a posteriori a la red nucleada por las primeras. La
abundancia relativa de scaffolds y clients y la valencia
de cada una de ellas va a determinar la conectividad
de la red liquida que regula su estabilidad y tamafio (.
La restriccién de tamano de los condensados podria
estar regulada activamente por la célula, controlando
la tasa de produccién y degradacién de moléculas que
los conforman. Asi mismo, las bicapas son capaces de
regular la localizaciéon y formacién de condensados,
anclando moléculas implicadas y disminuyendo la
concentracién a la cual se produce la separacion de
fases, al mantenerlas en un entorno localizado 12
Las interacciones entre scaffolds se darfan tanto
a través de dominios estructurados, p.ej.: dominios
de reconocimiento de RNA, de unién a DNA o de ho-
mo/hetero dimerizacién; como de las regiones intrin-
secamente desordenadas (IDRs) de las proteinas!'’.
Sin embargo, los actores principales de la separacion
de fases, parecen ser las interacciones multivalentes
transitorias mediadas por las IDRs. Estas regiones
se caracterizan por la ausencia de una estructura
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tridimensional bien definida, oscilando en un amplio
rango de conformaciones. A pesar de ocupar un pa-
pel central en el campo de los CBs, las dificultades
experimentales que conlleva su estudio limita nuestro
conocimiento sobre ellas. Con la tecnologia actual, se
ha podido estimar que hasta el 43.6 % del proteoma
humano estd conformado por IDRs!", que se carac-
terizan por presentar regiones de baja complejidad
(RBC), y dominios priénicos (DP). Estas RBCs y
DPs tienen una composicién aminoacidica particular,
que ademads, ocupan una posicién especifica dentro de
la secuencia primaria. De esta manera, podemos ver
que se trata de regiones enriquecidas en aminoacidos
que promueven el desorden, como glicina y prolina; y
aminoécidos con carga positiva como la arginina, que
favorecen el establecimiento de interacciones polares.
Los anteriores aminoacidos, se encuentran espaciados
por residuos aromaticos como la tirosina, que favore-
cen las interacciones m — m o ™ — sp2; formando moti-
vos repetitivos como: [S/N/G|Y[S/N/G], RGG/RG,
FG ], Asf mismo, variaciones en los pardmetros am-
bientales (pH, gradientes salinos, temperatura ... ),
en la concentraciéon de sus componentes e incluso
modificaciones quimicas o estructurales (como modi-
ficaciones post traduccionales), comportan cambios
en la composicion y propiedades fisicas de los CBs.

Gelificado

Amiloide

Figura 2: Diferentes tipos de CBs en funcion de sus propiedades materiales. A diferencia de los condensados con
propiedades liquidas, los condensados gelificados y amiloides forman estructuras no dindmicas y a menudo, indisolubles.

Propiedades materiales:

Los CBs tienen apariencia de gota, pero debido
a su naturaleza, estas no son simples gotas homogé-
neas en las que se observan interacciones isotrépicas,
sino que mas bien, siguen la dindmica de los network
fluids. Como introduciamos antes, en este tipo de
fluidos, las particulas establecen interacciones aniso-
trépicas, formando estructuras mesoscépicas que van
mas alla de la escala molecular, conformando redes de
polimeros que presentan cadenas y ramificaciones '],
Sus propiedades reolégicas vienen determinadas pre-

cisamente por el nimero de interacciones y la escala
temporal a la que se producen o rompen estas inter-
acciones, el nimero de sitios de interaccién en las
moléculas de la fase densa y las acciones modulado-
ras del resto de la secuencia. Es por ello que estos
fluidos no son puramente viscosos, sino que pueden
comportarse como materiales viscoelasticos. Esto se
traduce en que en el interior de los CBs se pueden
formar diferentes redes de interaccién que conforman
multicapas con diferentes propiedades reoldgicas, p.e.:
viscosidad, tensién superficial, porosidad'%l. De este
modo, las propiedades materiales de los condensados
conforman asi mismo, todo un nuevo campo de in-
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vestigacién, pudiendo encontrarse gran diversidad de
clases: gelled condensates, amyloid fibers, glassy-like
assemblies, etc!'l (Figura 2). Un caso paradigmético
es el de la esclerosis lateral amiotréfica, donde se ha
visto que la mutaciéon patogénica G156E, que recae
sobre un DP de unién a ARN de la proteina FUS,
muestra una mayor tendencia a formar agregados,
cambiando las propiedades liquidas del condensado,

que forma un agregado sélido de fibras['7.

Condensados en miltiples escalas de
regulacion:

La complejidad inherente a la vida se resiste a
nuestro entendimiento. Diseccionando sus propieda-
des individuales, se han conseguido numerosos pro-
gresos en la comprensiéon de los procesos celulares.
Sin embargo, ante estos nuevos mecanismos de regu-
lacién de la funcién celular, la interpretacion clasica
de los mapas de reacciones interconectadas y coordi-
nadas mediante optimizaciones evolutivas de afinidad
y especificidad se desdibuja. El complejo campo de
los CBs, nos obliga a aceptar que nuevas propieda-
des emergen como resultado de la interaccion de sus
componentes a multiples escalas. Este nuevo nivel de
complejidad que aportan los CBs, ofrece un nuevo y
apasionante paisaje por explorar. La novedad en la
interpretacién del funcionamiento celular basada en
CBs radica en que la funciéon emerge del comporta-
miento colectivo y autoorganizado de las moléculas,
que se ensamblan como unidades de computacion
temporal. Asi, estas moléculas acceden a estados de

Fenotipo Sano

@ @

respuesta en funcién del status quo celular, compi-
tiendo entre ellas por la consolidacién de procesos
que imposibilitan otros. Quizas, ahi esté la réplica
a los tan elusivos mecanismos de memoria celular,
alterando asi lo que crefamos saber sobre la gestion
celular de la informacién.

Aunque queda mucho trabajo por hacer, la rele-
vancia de los CBs como organizadores de la bioqui-
mica celular es ya un hecho aceptado!'"*¥], y se ha
demostrado su papel en la patofisiologia de multi-
ples enfermedades!'9:20:21:22] En el contexto de una
enfermedad, definimos una ’condensadopatia’ como
la formacién de un CB aberrante causante de un
fenotipo patolégico especifico. Se han observado CBs
patoldgicos en varios sistemas de estudio de enferme-
dades neurodegenerativas, miocardiopatias, ciertos
tipos de cancer, infecciones virales y enfermedades
raras>»?4 (Figura 3). Gracias a estos estudios, sabe-
mos que los CBs cumplen funciones clave a multiples
escalas. A nivel molecular, regulan la actividad de
vias de senalizacion a través de la concentracién o
exclusion de componentes especificos, el plegamiento
de las macromoléculas o la organizacién vectorial de
reacciones bioquimicas. Lo que recuerda mucho al
concepto de canalizacién metabdlica propuesto por
Agius y Sherratt en 19972°/. A nivel de mesoescala,
donde las moléculas forman estructuras mas comple-
jas, se ha visto que los condensados servirian para
disenar su arquitectura, como hacen por ejemplo en
las densidades post-sindptical?’l o los centriolos?7.
Por ltimo, a nivel celular, se encargan de mantener
la arquitectura subcelular, por ejemplo, manteniendo
el estado de la heterocromatinal*l.

Fenotipo Noonan

@ @

Figura 3: Fenotipo caracteristico de una condensadopatia. Los individuos sanos presentan un reducido niumero de
condensados biomoleculares, mientras que aquellos con sindrome de Noonan muestran un incremento notable.

Sin entrar en mayor profundidad, podemos hacer-
nos una idea del delicado equilibrio entre los para-
metros fisico-quimico-biolégicos que intervienen en
la separacion de fases. Alteraciones de este equilibrio
podrian conducir a estados patologicos a través de

perturbaciones en la formacién!'”!, propiedades ma-
teriales!'™] localizacién ) o composicion P! de estos
CBs[?!. Esto ha hecho que en la tltima década, se
invierta un gran esfuerzo en la investigacién de es-
tos CBs, dando lugar a un conjunto de herramientas
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que posibilitan su estudio. La incorporacién de estas
herramientas en colaboracién con la mejora y abara-
tamiento de otras tecnologias, va permitiendo coger
impulso y conseguir su despegue cientifico. Asi, se
ha podido estimar que existen unas 36 000 variantes
genéticas causantes de enfermedades mendelianas y
diferentes tipos de cancer, cuya patogénesis estaria
directamente relacionada con la alteracién de CBs[?*.
Por no hablar ya de la relevancia de estos en la elu-
cidacién de la significancia clinica de las variantes
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