Biologia Celular

3. MATRIZ CITOPLASMATICA E CITOESQUELETO

Citoesqueleto, com microscopio de fluorescéncia (Raven, P.H., R. F.
Evert & S. E. Eichhorn. 1992. Biology of Plants, 5th ed. Worth Publishers).
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/
Organelos celulares

/
Citoplasma < -
RNA, proteinas

globulares, enzimas,
Hialoplasma*< ribossomas, fibras do
Protoplasma < - citoesqueleto e inclusées

/ . ”y
citoplasmaticas.

Involucro nuclear

Nucleo <

Nucleoplasma
-

* citosol, citoplasma fundamental ou matriz citoplasmatica
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Matriz citoplasmatica = citoplasma fundamental
hialoplasma = citosol

No hialoplasma ocorrem a maioria das reagdes quimicas da célula.

No hialoplasma encontram-se:
RNA, proteinas globulares, enzimas, ribossomas, fibras do
citoesqueleto e inclusdes citoplasmaticas.

Inclusbes: acumulacoes de nutrientes ou subprodutos
relativamente inertes do metabolismo celular. Salvo raras
excepcgoes, nao estao envoltas por membranas.

Ex. granulos de glicogénio, goticulas de lipidos ou cristais.
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Glicossomas: estruturas esféricas com + 30 nm, formadas por um
cerne de polissacarideos rodeado por enzimas relacionadas com a
sua formacao e destruicao.

Glicogénio sintetase: sintese de glicogénio

Glicogénio fosforilases: decomposic¢ao do glicogénio em glucose 1-
fosfato.

Hepatdcitos: acumulam glicogénio; enviam glicose para o sangue
mantendo uma concentracao constante do monossacarideo
(glicémia).

Inclusdes Lipidicas: goticulas de triglicerideos
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Citoesqueleto

Conjunto de fibras de natureza proteica, existentes no hialoplasma,
responsaveis pela motilidade celular e forma da célula.

Constituicao do citoesqueleto:

Microtubulos, microfilamentos e filamentos intermédios.

MICROFILAMENTO DE ACTINA
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In: Raven, P.H., R. F. Evert & S. E. Eichhorn. 1992. Biology
of Plants, 5th ed. Worth Publishers
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1. Microtubulos

O que sao microtubulos?

s

tubulin heterodimer
[= microtubule subunit)
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Microtubulos

Os microtubulos sao cilindros ocos de 25 nm de didmetro e cujo
comprimento pode alcancar mais de 20 um. As paredes sao
formadas pela agregacao de proteinas globulares, com cerca 5 nm
de diametro, as tubulinas. As tubulinas dispoem-se em 13 colunas
longitudinais — os protofilamentos.

A tubulina é um Microtubule Helical Structure
heterodimero constituido por Alpha-Tubuln, 2
duas subunidades de 50

=—Heterodimers

kDa, denominadas tubulina o _,_EI ‘ <
e tubulina p. o } HiAt R P o
< -
Protofilament |
Beta-Tubulin

Figure 1

Além das tubulinas (85% do total), os microtubulos sao compostos
por proteinas microtubulares associadas — MAPs.

Carlos Manuel Gaspar dos Reis



Biologia Celular

Os microtubulos entram na constituicao de varias estruturas:

Centriolos, fuso mitdtico, raios astrais de células em divisao,
elementos longitudinais dos axonios, cilios e flagelos

Existem contudo diferencas na sua estabilidade:
- Os microtubulos de cilios e flagelos sao muito estaveis;
- Os microtubulos do fuso mitético sao labeis e transitorios.

O padrao de distribuicao dos microtubulos oscila ao longo do ciclo
celular entre uma rede complexa durante a interfase e uma
distribuicdo restrita ao fuso durante a mitose.

Os microtubulos apresentam polaridade: Extremidades [+] e [-]

Carlos Manuel Gaspar dos Reis



Biologia Celular

Interfase: ocorre a organizacao dos
microtubulos de modo polarizado. As

extremidades (+) apontam para a \/
membrana plasmatica (periferia da ?
célula) e as extremidades (-) partem de o i‘

uma regiao que as estabiliza (COMT). ’_/ \\

http://academic.brooklyn.cuny.edu/biology/bio4fv/page/cytoskeleton.html 11 Cfl:ltl.lhlll Ba

I'u'ITDC

Centros organizadores de microtubulos (COMT)

Sa0 os locais de nucleacao dos microtubulos a partir da tubulina
soluvel — representados fundamentalmente, nas células animais,
pelo centrossoma.

Nas células animais, o centrossoma corresponde a uma zona do
citoplasma que contém um par de centriolos.
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Centriolos: sao estruturas
cilindricas, constituidas por 9
triplas de microtubulos, que
geralmente se encontram aos
pares.

Dao origem a cilios e flagelos

(excepto o0s das bactérias),
estando também relacionados
com a formacao do fuso
acromatico.

entriole Structure

. Centriole Pair

Microtubule
Triplet

Figure 1
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Centrosome
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A dinamica da polimerizagcao depende da concentracao de
heterodimeros mas nao so:

Inibicdo por: baixas temperaturas e ides Ca2*
Favorecida pela: presenca de GTP, GDP e ides Mg 2*.

Algumas substancias quimicas interferem na polimerizacdo ou
despolimerizacao dos heterodimeros de tubulina:

Ex. 1. Colquicina (colchicina) — despolimerizagao do fuso mitdtico.
Vinblastina e vincristina — agentes antimitéticos utilizados no tratamento
antitumoral.

Ex. 2. Taxol — impede a despolimerizacdo dos microtubulos, interferindo
na separacao dos cromossomas na mitose. Utilizado no tratamento
antineoplasico.

MAPs (5-15% do conteudo proteico dos microtubulos)

- Papel estrutural
- Proteinas motoras (motores moleculares): promocdo do
transporte ao longo dos microtubulos.
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Os Microtubulos estdo envolvidos no
Transporte de macromoléculas e de
organelos na célula.

(1} Dynein

& End

As proteinas motoras transportam oo

of movemenl

vesiculas e organelos sobre a WS
Superﬂ’C|e dOS m|CrOtubUIOS [DynelnIspgrmanentlyattar:h:-t-dtponeul-ni-:m[uhule]
and moves it with respect to a neighboring one.
- i) Cinesinas: possibilitam o &) Kinesin e
movimento em direcgao a orin % Mt
extremidade (+) & tnd '

- ii) Dineinas citoplasmaticas: FEE T,i’;.‘.’;:f;?;i”;fé“nl"'{;:‘l‘;’-.i?ﬁfu't?:?;fi"f‘;HZiEL:?:LTL‘iZn}
On. ono . The vesicle moves, while the microtubule is stationary.
possibilitam o movimento em
direccao a extremidade (-)

- iii) Dineina ciliar e flagelar

http://bcs.whfreeman.com/thelifewire/default.asp?s=&n=&i=&v=&0=&ns=0&ui
d=08&rau=0
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i

Receptor for
motor molecule

kinesin / .
Motor molecule Microtubule
(ATP powered) of cytoskeleton
ATPase

A producao de forca motriz também se pode basear na
despolimerizacao de microtubulos, nomeadamente para a
deslocacao dos cromossomas durante a anafase.

T metaphase | [T anaphase telephase
osomes osomes

icrotubu
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Funcgoes dos microtubulos citoplasmaticos

« Transporte intracelular

Os microtubulos possuem associadas proteinas que realizam o
transporte de diversas estruturas. Nos axonios os microtubulos sao
responsaveis pelo fluxo axénico rapido.

* Morfogénese

A orientacao e distribuicao dos microtubulos esta relacionada com
a aquisicao de forma durante a diferenciacao celular.

« Construcao do fuso mitético

As fibras do fuso sdo constituidas por
microtubulos (livres e cinetocoriais). A

~ ’ ’ - al
separagao de cromatideos esta ricrotatnle
relacionada com a despolimerizagao oz shomesoma
dos microtdbulos mierotutule  microtubule

centrosome
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 Motilidade

A estrutura fundamental dos cilios e flagelos € dada por uma
disposicao ordenada de microtubulos denominada axonema.

i) () ()

Cross-section reveals the “3+2" pattern of
microtubles, including nine pairs of fused
The beating of the cilia covering the micratubles. .

surface of this unicellular protist propels
it thraugh the water of its environment.

Three cilia
A

r " Cilium ; ...and two unfused
inner microtubules.

Radial spoke
Motor protein
idynein)

"Linker" protein
(nexin)

FPlasma membrane

£ The basal body has
nine fused
microtuble triplets
but ne innar
microtubles,

Basal body

http://bcs.whfreeman.com/thelifewire/default.asp?s=&n=&i=&v=&o=&ns=
0&uid=0&rau=0
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O axonema contém um padrao microtubular duplo de 9+2.

O comprimento do axonema € de varios micrometros nos cilios,
podendo chegar a mais de 1 mm em certos flagelos. O seu
diametro é de apenas 0,2 um.

O axonema é cercado pela membrana ciliar externa que € uma
dependéncia da membrana plasmatica com a qual tem
continuacgao.

No movimento ciliar, o deslizamento de pares de micrétubulos
deve-se a accao da dineina.

Carlos Manuel Gaspar dos Reis
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2. Microfilamentos — filamentos de actina

Estruturas filamentosas de 5-7 nm de diametro que se observam
nas ceélulas eucariotas sob a forma de feixes de filamentos
paralelos ou de redes de filamentos anastomosados.

Sao constituidos pela polimerizagdo da proteina monomeérica
globular actina G, uma proteina abundante em células eucariotas,
originando filamentos de actina F.

Tem-se admitido que os microfilamentos sejam constituidos por
duas cadeias de actina F enroladas helicoidalmente.

Contudo, alguns trabalhos com reconstrucdo de imagem e
simulacao em computador apontam como modelo mais provavel, o
de um unico filamento helicoidal formado por uma cadeia simples
de mMonOMeEeros (Piancha e David-Fereira, In Azevedo, 2005, Biologia Celular e Molecular, Lidel).
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actin molecule
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Os filamentos de actina, tal como os microtubulos, s&o estruturas
polarizadas. Os filamentos de actina F crescem por adicao de
monomeros a uma das extremidades, ligacao que ocorre a maior
velocidade na extremidade em que a actina G esta associada a
uma molécula de ATP (polo de crescimento).

Na interfase, os microfilamentos localizam-se preferencialmente na
regiao cortical das células, de forma adjacente a membrana
plasmatica.

Os microfilamentos sao nucleados na regido adjacente a
membrana plasmatica.

Os microfilamentos podem interagir com outras estruturas e
adquirir diferentes propriedades através de varias moléculas
genericamente denominadas de proteinas de ligacdo a actina
(actin binding proteins).
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As proteinas de ligacao a actina apresentam enorme diversidade,
podendo:

1) Interferir com a dinamica de polimerizacao e despolimerizacao;

i) Promover ligagdes entre diferentes microfilamentos
influenciando a sua estabilidade estrutural (fimbrina, fodrina,
filamina e actina a.);

i) Mediar a interaccao dos microfilamentos com membranas
celulares - integrinas e caderinas;

iIv) Funcionar como motores, familia das miosinas.

Carlos Manuel Gaspar dos Reis
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As proteinas associadas que participam na regulacao da dinamica
de polimerizacdo dos microfilamentos actuam por varios
mecanismos:

1) Por sequestracao dos monomeros de actina G, limitando a sua
polimerizacao (ex. profilina);

ii) Por ligacao a uma das extremidades dos filamentos de actina F,
impedindo o seu crescimento ou dissociacao (ex. capping
proteins, gelsolina, vilina, actinina o);

i) Por associacao lateral a segmentos dos filamentos, impedindo
a sua fragmentacao (ex. tropomiosinas).

Carlos Manuel Gaspar dos Reis



Biologia Celular

Fungoes dos microfilamentos

 Localizacao (suporte mecanico) de estruturas celulares
* Movimentacao intracitoplasmatica de organelos ou vesiculas

* Fagocitose

» Citocinese — anel contractil

Anel contractil de
actina e miosina

PROGRESSION
THROWGH
M PHASE

/
microtubules of the actin and myosin filaments of the
mitatic spindle contractile ring

« Locomocao celular
Formacao de pseudopodos.
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A citocinese ocorre com a formacao do anel contractil de actina e
miosina.

remaining overlap microiubules
from cantral spaindle

contractile ring of actin and
rmyasin filaments in |,‘:|t:::'u{|;_p3 furrow
1A}

| (] | | ———
3.5 um 10 urm

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?rid=mboc4.figgrp.3389

Na fig. C o anel contractil é detectado por técnicas de imunoflorescéncia. O
anel de actina esta representado a vermelho e o anel de miosina a verde.
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Nas diferenciacées permanentes
da superficie celular, como as
microvilosidades das  células
intestinais e os estereocilios das
células auditivas, os filamentos de
actina F sao compactos e tém
orientagao muito regular.

Carlos Manuel Gaspar dos Reis

Biologia Celular

Microwvilli

Microfilaments < |
(actin filaments)

http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/150/cells/orga
nelle.htm
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« Contraccao muscular

A contracgcao muscular deve-se ao deslizamento de filamentos de
actina (flamentos finos) sobre filamentos de miosina (filamentos

grossos).
Sarcomere
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?call=bv.View..ShowTOC&rid=mboc4. TOC&depth=10
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3. Filamentos intermédios

Classe de filamentos com diametro de 10 nm, intermédio entre os
microtubulos (25 nm) e os microfilamentos (5-7 nm).

Formam uma rede perinuclear que se estende até a membrana

plasmatica.
Cytoskeletal components of intestinal epithelial cells

intermediate
filaments

'Ln_l'u' } vill

. . nucle

8 s

microfilaments

As proteinas dos filamentos intermédios apresentam um dominio
central em hélice a, com 310 a 350 aminoacidos, e duas porcoes

globulares em ambas as extremidades de dimensdes e sequéncia
variaveis.
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A organizacao dos < 46 nm >
filamentos intermédios = —_——— E_fﬁ- Mo, WA
comega com a constituicao Spacars
de dimeros proteicos que "= — 0901 paralel
se agregam em complexos k- =
de 4 cadeias (tetrameros). e "

e == NH; Antiparallel C

COUH == [ tetramer

NHa ? - \ COOH
Os tetrdmeros constituem ™ \ / COoH

depois protofilamentos de

i

Protofilament

2 a 3 nm. Quatro D
protofilamentos, Pl
enrolados

helicoidalemnte, originam fli

protofibrilas de 4 a 5 nm.

Da associacao de 4 protofibrilas resulta o flamento de 10 nm.

http://www.biology.iupui.edu/biocourses/Biol540H/EBroberts.html
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Tipos de proteinas constituintes dos filamentos intermédios:

1) Citoqueratinas acidas;
2) Citoqueratinas basicas-neutras;

3) Vimentina, desmina, proteina acida fibrilar glial e periferina,;

4) As trés proteinas dos neurofilamentos, a nestina e a a-
internexina;

5) As laminas nucleares.

As citoqueratinas apresentam a maior diversidade entre todas as
proteinas dos filamentos intermédios e constituem os filamentos
intermeédios das células epiteliais.
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Ao contrario dos microtubulos e microfilamentos, os filamentos
intermeédios parecem nao apresentar polaridade.

Funcgoes dos filamentos intermédios

« Estabilidade mecanica das células e tecidos no seu ambiente
natural de organizacao multicelular tridimensional.

« Estabilidade estrutural, ancoragem e posicionamento do
nucleo (laminas nucleares).

 Associacao entre filamentos intermédios e
desmossomas contribui para a arquitectura e
estabilidade estrutural das celulas e tecidos.

nd Fublishing, Ine.

i a

of MBolE @ {995 6

http://www.cytochemistry.net/Cell-biology/intermediate_filaments.htm

From The Art
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« A associacao entre filamentos intermédios e
hemidesmossomas® contribui para a resisténcia a traccoes e
estabilidade estrutural da ligacao entre o tecido epitelial e o
mesénquima subjacente.

* Juncdes mediadas por integrinas que estabelecem a adesao celular a
lamina basal em epitélios estratificados e em certos epitélios simples.

Carlos Manuel Gaspar dos Reis
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Microfilaments Intermediate filaments Microtubules
Protein subunits Actin Keratin, vimentin, lamin, others  c-tubulin and [}-tubulin dimers
Structure Two intertwined strands Fibers wound into thicker cables Hollow tube
cogatgeR {7 om
Actin subunit _ Tubulin dimer
Functions « maintain cell shape by = maintain cell shape by = maintain cell shape by
resisting tension (pull) resisting tension (pull) resisting compression (push)
= motlility via pseudopodia +« anchor nucleus and = motility via flagella or
i
L = some other organelles cilia
« move chromosomes
« cell division in animals during cell division
= move organelles

Carlos Manuel Gaspar dos Reis
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25pm
MICROTUBULES

| SRS

25 nm

Intermediate Tilaments are ropelike fibers
with & diameter of about 10 Am; they

e made of inlermediate Milament proleins,
which constitute a large and heterogeneous
family. One type of inlermediate filement
forms & meshwork calied the nuciesr
laming Just bensath the 1nner auclear
membreane, Other iypes extend across Lhe
cyloplesm, giving calls mechenical
strangth and carrying the rechanical
stresses inan apithelial tissue by spanning
the cytoplasm fram one cell-cell junction
to another. {Hicrograph courtesy of

Foy Quinian.)

Microtubuies are long, hollow cylinders made
of Lhir protein Lubulin with an outer
diameter of 25 nm, théy are more rigid than
octin filamentis or intermediate filaments.
Hicrotubules are long and straight and
typically have one end attached Lo a single
microtubule-organi 2ing center called &
centrosame, as shown hera. (Micrograph
courlesy of Richard Wade.)
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Actin filaments (also known a3
microrifamants) are hilicsl polymars of the
protein sclin They sppear as Mlexible
structures, wilh a dismeter of about 7 nen,
1hot are organized into & variely of lingsr
bundles, two=-dimensional networks, and
thres-gimensional gals. Although actin
Tilamenis are dispersed throughout the cell,
1hey sre most highly concentraled in the
cardex, Just benaath the plasma membrans,
(Micrograph courtesy of Roger Craig)
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