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e Rede de filamentos &
espalhados por todo |
citosol;

* Esqueleto: estrutura rigida 5&%3‘

que proporciona forma e |
sustentacao da célula;




CITOESQUELETO
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CITOESQUELETO

e Por outro lado, tb uma estrutura dinamica que possibilita alteracao

da forma;
* Locomocao celular;

* Movimentacao celular;

L
{a) Cilia on mammaian tracheal cells ' 5 pm




CITOESQUELETO

* Organizacao dinamica interna;
* E transporte intracelular.




CITOESQUELETO

 Filamentos (fibras) do citoesqueleto sao

cadeias de proteinas formadas por
subunidades que definem trés classes de
filamentos:

FA: Filamentos de Actina
(Microfilamentos)

FI: Filamentos Intermediarios
MT: Microtubulos



CITOESQUELETO

* As subunidades dos filamentos do actina e
dos microtubulos sao proteinas globulares.

FA: Filamentos de Actina
FI: Filamentos Intermediarios -
MT: Microtubulos AF




CITOESQUELETO

e As subunidades dos filamentos -
-
intermediarios sao proteinas fibrosas &

FA: Filamentos de Actina
FI: Filamentos Intermediarios -

MT: Microtubulos




CITOESQUELETO

* Os filamentos do

citoesqueleto podem
Actin ser diferenciados pela
sua espessura;

" Intermediate
fiament

FA: Filamentos de Actina
FI: Filamentos Intermediarios
MT: Microtubulos

(i

-~

€
e

WP P Re ¢ Al L 2.8

L

.
. -
.Q
. -
)
...
.
)
-..
o
:
.C
.
)
-
-
)
.Q
.
)
..
.
)
K4
» -
-
:
.

(f-ff(

-n\\(\

>



CITOESQUELETO

Filamentos de actina Microtubulos Filamentos intermediarios




CITOESQUELETO
1. MICROFILAMENTOS

* Filamentos mais finos constituidos por actina. Geralmente
presentes formando feixes interligados ou redes. Funcoes
principais: geracao da forma e movimentacao da célula.

2. MICROTUBULOS

* Filamentos mais espessos constituidos por tubulina. Formam
tubos cilindricos ocos. Principais funcdoes: Organizacao e
transporte intracelular.

3. FILAMENTOS INTERMEDIARIOS

* Filamentos constituidos por diferentes proteinas. Fibras
intermediarias organizadas em “trancas”. Funcdes principais:
estabilizacao da estrutura e formato da celular




PROPRIEDADES dos FILAMENTOS

e S30 formados por subunidades que “polimerizam”
(associacao nao covalente);

e Que permitem rapidas associacoes e dissociacoes
(montagens e desmontagens dos filamentos);

e Sao estruturas dinamicas, maleaveis, adaptaveis;

 Mas tb podem gerar estruturas rigidas e estaveis.



PROPRIEDADES dos FILAMENTOS

Uma cadeia (formada por
subunidades que se repetem),
também é chamada por
protofilamento;

O protofilamento €& muito
instavel;

O filamento funcional é a reuniao
de protofilamentos, que geram
estruturas mais estaveis;

No meio da estrutura, mas nao
nas extremidades;
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PROPRIEDADES dos FILAMENTOS

Nas extremidades dos protofilamentos podem ser acrescidas ou

removidas subunidades;

Existe uma extremidade onde os filamentos preferencialmente aumentam
de tamanho e na outra diminuem de tamanho;

Processo controlado pela hidrolise de ATP ou GTP.

Actin filament
Pointed (-) end Barbed (+) end
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PROPRIEDADES dos FILAMENTOS

e Uma caracteristica dos filamentos do

citoesqueleto é a capacidade de
interagir com varios tipos de
proteinas acessorias;

e Essas proteinas alteram
propriedades das subunidades ou
dos filamentos;

Em vermelho, os microtubulos;em azul, os

. 550 mediadoras daS interagﬁes entre filamentos intermediarios; e em verde, fibras de
conexao de plectina e, em amarelo particulas de

0S filamentos, e dOS ﬁlamentOS com ouro ligadas a anticorpos que reconhecem a

plectina

outras estruturas celulares.




FILAMENTOS de ACTINA / MICROFILAMENTOS

Componentes ubiquos nas células, realizando funcdes celulares
gerais ou particulares;
Funcoes realizadas pela associacao de microfilamentos em feixes ou

redes; i e
\o\b\@b\z\%@ e J& //\)}/ﬁ'///&
% el ¥\\ %\: /\\\\
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Cross-linking

i

Geram estruturas maleaveis ou estaveis, dependendo da dinamica de
associacao e dissociacao das subunidades;
Controlada por proteinas acessorias.



FILAMENTOS de ACTINA / MICROFILAMENTOS

* A subunidade do filamento é uma proteina actina;

* Proteina pequena de 375 aa (43 kDa);

« Também chamada de G-actina, por ser uma proteina globular;
* Interage com ATP ou ADP na sua porcao central.

* Um gene em levedura mas varios
genes em mamiferos;

* Conservacao alta, = 90% entre a de
levedura e as de mamiferos.

e Uma proteina muito abundante
(tipicamente entre 5 a 10% do total
de proteinas de células eucariotas).

(A)



FILAMENTOS de ACTINA / MICROFILAMENTOS

 As extremidades da actina
sao diferentes entre si;

 Criando uma assimetria/
polaridade na molécula

(A)



FILAMENTOS de ACTINA / MICROFILAMENTOS

As extremidades de uma molécula apresentam alta

afinidade com extremidades opostas de outra molécula;

Promovendo a interacao dos monomeros entre si;
E associacao (polimerizacao) entre as subunidades gera um

protofilamento.

Que é assimétrico, com uma extremidade + e outra -.
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FILAMENTOS de ACTINA / MICROFILAMENTOS

* O protofilamento € uma estrutura fina e
flexivel, a F-actina;

* Que devido ao angulo de associacao entre
os mondmeros gera uma estrutura
helicoidal;

A assimetria gerada no polimero reflete o
funcionamento diferente do protofilamento
em cada extremidade.
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FILAMENTOS de ACTINA / MICROFILAMENTOS

* Existe uma dinamica de polimerizacao nos protofilamentos:
* A polimerizacao é maior na extremidade (+) onde a tendéncia ¢é a

adicao de subunidades e aumento do filamento;
* A despolimerizacao € maior na extremidade (-) onde a tendéncia é a

remocao de subunidades e a diminuicao do filamento.

milrnus
end . __



FILAMENTOS de ACTINA / MICROFILAMENTOS

A G-actina pode estar ligada a ATP ou a ADP;

Mas no citosol, G-actina tem uma afinidade maior por ATP do que por ADP;

A forma G-actina-ATP aumenta a afinidade entre as subunidades e a
polimerizacao (incorporacao na cadeia);

No entanto, a incorporacao de G-actina-ATP na cadeia acelera a hidrodlise de
ATP para ADP;

E actina-ADP, diminui a interacao entre os monomeros e favorece a dissociacao,

@ — W — @ e

Mondmero livre Subunidade no polimero



FILAMENTOS de ACTINA / MICROFILAMENTOS

Entao, na extremidade (-) onde a incorporacao de subunidades é mais lenta;

Ha mais tempo para a hidrolise de G-actina-ATP para G-actina-ADP;

E como G-actina-ADP diminui a interacao entre os monémeros;

Favorece a dissociacao de unidades da extremidade (-);

Por outro lado, a extremidade (+) tem afinidade por G-actina-ATP;

E com a maior velocidade de incorporacao favorece a associacao e promove a
extensao do filamento.

23



FILAMENTOS de ACTINA / MICROFILAMENTOS

e Por isso, quando ocorre um equilibrio dado pelas concentracdes entre a actina
polimerizada (F-actina) e a actina livre (G-actina);

* O resultado da associacao e dissociacao de subunidades em cada extremidade
gera uma constancia no tamanho do filamento;

 Essa condicao de equilibrio remete a um mecanismo de escada rolante
(treadmilling).

24



FILAMENTOS de ACTINA / MICROFILAMENTOS

* A polimerizacao ¢é facilitada apos a nucleacao

subunidades);

(juncdao das primeiras

 E uma relacao entre G e F-actina pode levar a um estado de equilibrio;
* Quando a taxa de montagem e desmontagem se equivalem.

g

% actin subunits in filaments

nucleation elongation steady state
(lag phase) (growth phase) (equilibrium phase)
concentration of
monomers at ‘\ ,'
steady state=C. _U.____ "03‘{9\..«."0‘&‘9\’. .
e actin filament &

g W

actin
subunits

@ we= & oligomers

with subunits
coming on and off
o .
o/ growing
* o actin filament

(A)

time after salt addition ——»
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FILAMENTOS de ACTINA / MICROFILAMENTOS

O controle da montagem e desmontagem da F-actina é
fundamental para o que a célula precisa em cada momento;

Entao existe uma dinamica continua entre a actina polimerizada
(F-actina) e a actina livre (G-actina);

Dada pela concentracao dessas duas moléculas;

E pela atuacao de proteinas acessorias.



FILAMENTOS de ACTINA / MICROFILAMENTOS

* O equilibrio entre montagem e desmontagem in vitro ocorre na concentracao de 0.2
UM da G-actina (actina livre);

* Na célula, para concentracao de G-actina 50-200 uM seria de se esperar toda actina
incorporada no filamento;
O que acontece é um sequestro impedindo a formacao da fibra;

* Por um mecanismo de competicao entre proteinas acessorias que interferem na
associacao ou hao com G-actina.

monomer @ monomer @
%end growth ctin filament ﬂi@nd growth
3ES0e s S¢S 0e g
THYMOSINA éses-"0¢ o g SOCE 00 | poic A

actin- /\

i i actin— )
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no plus-end growth
complex complex
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FILAMENTOS de ACTINA / MICROFILAMENTOS

* Alguns exemplos de proteina acessorias
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FILAMENTOS de ACTINA /
MICROFILAMENTOS

PROTEINAS ACESSORIAS
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FILAMENTOS de ACTINA / MICROFILAMENTOS

Presenca de microfilamento Importancia do cértex
de actina no cortex e para a hemdcea
polaridade celular

Glycophorin

ooooooo




FILAMENTOS de ACTINA / MICROFILAMENTOS

Formacao do anel
contratil na citocinese;

Contracao nao muscular
(interacao entre actina e
miosina)

Alteracao do cortex
durante fagocitose




MICROTUBULOS

Os microtubulos compartilham varias
propriedades com os microfilamentos;

Sao “polimeros” montados a partir de
subunidades globulares que interagem de
forma nao covalente;

E uma fibra muito dindmica caracterizada pela
rapida  associacao e  dissociacao  das
subunidades;

Ubiquos nas células eucariotas;

Possuem polaridade;

Montagem e desmontagem regulada por GTP/
GDP.
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MICROTUBULOS
.HB
o

O microtubulo é constituido por tubulina; tubulin dimer
A unidade funcional é um heterodimerog; = Microtubule subunit
Formado pela interacao nao covalente entre a-tubulina
e B-tubulina;
As tubulinas sao proteinas globulares (55 kd);
Existem 6 genes para cada tipo de tubulina, muito
conservados na filogenia.

O encadeamento dos dimeros (nao covalente), forma
um protofilamento com polaridade;

A extremidade do protofilamento com a-tubulina é a
extremidade (-), a outra com B-tubulina é a (+).

protofilament
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MICROTUBULOS

Um microtubulo é formado por 13 protofilamentos que se associam
lateralmente para formar um tubo proteico longo e oco;

(A)

O diametro de 25 nm do microtubulo
confere a espessura do filamento;

As tubulinas de um protofilamento
interagem lateralmente com proteinas
do mesmo tipo de outro protofilamento;

Sao filamentos resistentes e nao
dobraveis;




CENTROSSOMO

Nas células animais, os microtubulos em geral sao
formados (nucleados) a partir de centros organizadores;

E comum nas células animais o principal centro
organizador ser o centrossomo localizado proximo ao
nucleo;

Mas podem se formar em outras regides do citoplasma;
Em células vegetais, em geral encontram-se varios

centros organizadores de microtubulos proximos ao
nucleo e ao cortex.

bf’f S

Centrossomo

(B) CELULA QUE NAO ESTA EM DIVISAO

(C) CELULA EM DIVISAD

7

Corpo basal

(D) CELULA CILIADA



CENTROSSOMO

Uma caracteristica comum no entanto, € que no centro organizador encontra-
se a extremidade (-), e a extremidade (+) estende-se a partir dele;
A y-tubulina € uma tubulina diferente que se se associa a outras proteinas e
forma um anel nucleador para os microtubulos;

Nos centros organizadores.

nucleating sites
(y-tubulin ring complexes)
f'\
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e |
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~ proteins in
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CENTRIOLOS

* No centrossomo também estao os centriolos;

 (Que sao estruturas cilindricas formadas por 9 tripletes de protofilamentos;
 Organizam a regiao centromérica durante a divisao;

 E estao na base de cilios e flagelos;

(B)

Pericentriolar material



MICROTUBULOS

* Os microtubulos sao altamente dinamicos, crescendo pela incorporacao de
subunidades e encurtando pela perda de subunidades;

e A montagem do protofilamento e do microtubulo cria uma polaridade nas
extremidades, gerando diferencas quimicas e funcionais para o filamento;

e Em solucoes fora da célula, existe uma tendéncia das subunidades serem
adicionadas a extremidade (+) e removidas na extremidade (-).
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MICROTUBULOS

Nas células, a extremidade (—) esta
normalmente  estabilizada  nos
centros organizadores;

(B)

Growth

‘.-

L ’3 .m'w‘w*’ '

Realcando as  diferencas de
funcionamento entre as

extremidades; ———
,.«w’.w’.w" 00

Depolymerization

- f GTP
Sendo a extremidade (+), aquela |© "
onde ocorre a montagem e
desmontagem dos microtubulos; Yo Y e Y
K “"'Q“""l“"".“”’.““.c
Shrinkage
(catastrophe)

Controlado pela associacao dos
dimeros a GTP ou GDP.
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MICROTUBULOS

* Processo dependente da interacdo com GTP/GDP;

 Dimero no citosol com GTP ligado na B-tubulina
tende a se associar a uma fibra em formacao;

* Aincorporacao no filamento estimula a hidrdlise;

e A forma GDP ligada na pB-tubulina tende a
dissociacao do dimero do polimero;

e Entao, o aumento ou diminuicao da cadeia
depende da velocidade de incorporacao;
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caracteristica intrinseca desse filamento;

MICROTUBULOS

E esse processo leva a uma instabilidade dinamica do microtubulo, que € uma

E a consequéncia é uma desmontagem repentina da fibra seguida de

montagem,

Alternancia de ciclos.
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MICROTUBULOS

Os microtubulos passam por ciclos sucessivos de montagem e desmontagem,
independentes uns dos outros;

Confere um aspecto erratico;

Mas na verdade possibilita uma dinamica continua de remodelagem;

E que pode ser interrompido com a estabilizacao da extremidade (+) pela
interacao com outras moléculas ou com estruturas celulares.

Protelna de

Microtubulo Microtubulos Microtabulos

Nucleo  Centrossomo em cresumenm capeamento de instaveis estaveis
\ mlcr@tubulr:: |
\ 1 | \
' MY R TAVAYAYR:
/A ~ — % —"“U”QD
» 2 2

- I ANVAY ALY AND P4
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MICROTUBULOS

Proteinas acessorias interagem com tubulinas livres ou microtubulos, as MAPs

(proteinas associadas a microtubulos);
Exercem papel fundamental para especificacdo/ realizacdo das funcdes dos

microtubulos; CINESINA-13
Jo .
A M momww L]
Por exemplo, MAPs interagem t . $833333
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MICROTUBULOS

* MAPs podem sequestrar subunidades, diminuindo &=
a concentracao de tubulina disponivel para
polimerizacao;

e A MAP katanina parte a fibra rompendo o arranjo
mantido pelas interacdoes dos 13 protofilamentos.

(A)

KATANINA

tubulin dimer

I I

\
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MICROTUBULOS

Um caso particular de MAPs sao as proteinas motoras;

Que podem realizar diferentes funcdes nas células, mas estao envolvidas
principalmente com o transporte direcionado de moléculas e vesiculas;
Utilizando os microtubulos como vias;

As cinesinas transportam sua carga da extremidade “-” para “ +”;

Enquanto as dineinas vao da extremidade “+” para “-".

Minus (—) end Plus (+) end

" domain
)

Coiled-coil

I's )
Tail A
, Light chain
2 45
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MICROTUBULOS

Os microtubulos e proteinas motoras exercem papel fundamental
para a organizacao interna da célula;
Transportando de forma direcionada moléculas, vesiculas e

organelas. ,
&  Transporte de moléculas

Centrosome Vesicle carried Vesicle carried
by kinesin | by dynein
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MICROTUBULOS

Separacao de cromatides durante divisao nuclear
Microtubule ﬂrganzn
center (MTOC)
Astral micrutubulez-\ r

/"

Kinetochore

Polar microtubules

y

(K-fibers)

Kinetochore microtubul
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