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MICROTUBULOS, a saga continua...
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APARELHO MITOTICO

e O aparelho (fuso) mitético &€ um
arranjo bipolar de microtubulos com
funcao essencial na divisao nuclear;

 Onde exerce diferentes papéis.

Nature Reviews | Molecular Cell Biology



APARELHO MITOTICO

 As estruturas responsaveis pela formacao do aparelho mitotico sao as
regides organizadoras de microtubulos;
 QOu centrossomos (com a presenca de centriolos).
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microtubule pericentriolar pair of centrioles

mnatarial




APARELHO MITOTICO

 Diferentes tipos de microtubulos sao formados no aparelho
mitotico.

Interpolar
microtubules

Astral Kinetochore
microtubules microtubules



APARELHO MITOTICO

Diferentes tipos de proteinas acessorias estao envolvidas com os microtubulos
do fuso mitotico;

replicated chromosome
(sister chromatid)

kinetochore

Nucleadoras de microtibulos  centrosome W pomkinetochors
e eguladoras da montagem e

desmontagem; N
Proteinas que interligam \

filamentos; \i, . !
Proteinas motoras QUE  astral microtubules N ,!’ - rotelns
interligam e movimentam os /

kinetochore microtubules

microtubulos.



APARELHO MITOTICO

A duplicacao do centrossomo e de todas suas estruturas
acontece antes da divisao nuclear, na intérfase;

Imediatamente antes da profase, centrossomos duplicados
migram para lados opostos das células;

Com o rompimento do nucleo, ocorre drastico rearranjo dos
microtubulos celulares;

Incrementando-se a taxa de desmontagem (catastrofe),
microtubulos interfasicos sao desfeitos e as subunidades sao
realocadas para a nucleacao de microtubulos, com o aumento
da taxa de polimerizacao, nos centrossomos.

\

Interphase
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nucleus \

Duplication of
centrosome

Separation of
centrosomes

Chromatin
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APARELHO MITOTICO

A primeira atuacao do aparelho mitotico, € para a correta interacao entre
microtubulos entre si e destes com a regiao do centromero;
E também, para o correto posicionamento dos cromossomos na regiao equatorial

da célula;
Etapa fundamental desse processo

é a interacao de microtubulos do \ //l '
cinetocoro com seus alvos; /".\
O que é um movimento erratico (A) UNSTABLE

de tentativa e erro;
Até que o0s microtubulos do
cinetocoro estejam em situacao

estavel. w
---..\|i \ //'\K\ / ~ J/‘ ,\._.li--'
1= fIT\-- /N

/N 7N
(B) UNSTABLE (C) UNSTABLE (D) STABLE



APARELHO MITOTICO

* A estabilidade acentua a afinidade e a nucleagdo de
um feixe formado por filamentos de microtubulos do
cinetécoro.

* A partir de entdo, dois processos sucessivos S
contribuem para a separacao das cromatides durante a .
anafase; 5

e Que acontecem na sucessdba e por issO s3aoo -
denominadas de anafase A e anafase B.




APARELHO MITOTICO

Os cromossomos tém um papel ativo na estabilizacao do processo;
de microtubulos nas regides no seu

Criando instabilidade e desestabilizacao

entorno;

Mas também podem estabilizar os microtubulos por meio do cinetdcoro;

Quando microtubulos de cada centrossomo estao

centrossomos.

(A) UNSTABLE

(B) UNSTABLE (C) UNSTABLE
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APARELHO MITOTICO

A estabilidade é dada por um equilibrio de forcas de tensao exercidas na regiao do
centrossomos;

sister chromatid
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APARELHO MITOTICO

As forca de tensao € gerada pelo balanco da atividade de proteinas motoras nos
diferentes filamentos dos microtubulos.

kinesin-5
non-kinetochore
mlcrr::-tubule astral mmrotubule

dynein dynein
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APARELHO MITOTICO

No primeiro processo, anafase A;
As cromatides sao puxadas para lados opostos da células;
Devido ao encurtamento dos microtubulos do cinetocoro pela despolimerizacao na

Sud eXt remldade pOSItlva' Kinetochore microtubules

kinetochore microtubules
shorten, dragging chromosomes
toward their spindle pole

N — s

s Eagey

plasma membrani 13



APARELHO MITOTICO

* No segundo processo, anafase B;
* Que comeca apos as cromatides irmas se separaram a alguma distancia;

e Ocorre a separacao dos :‘i
proprios polos do fuso; ><€<{A :>~/}>-J\:”/1}$
~ 2

* Que depende de diferentes T,
, a pulling force at the ce cortex
protelnas mOtO ras e de drags the two poles apart; a sliding

force between antiparallel microtubules
at the spindle center (2) pushes the

filamentos do microtubulo. poles apart

/= S\

/ —\=
e \
plasma membrane microtubule growth at

plus ends of microtubules
helps push the poles apart



(A)

CILIOS e FLAGELOS

Cilios e flagelos sao estruturas formadas a partir
de microtubulos;

Tipicas de muitas células animais;

Sao apéndices extracelulares que ajudam a célula
a se mover em meio liquido (cilios e flagelo) ou
movimentar liguido na superficie da célula (cilios);

5 1um



CiLIOS

Os cilios sao menores e encontrados em grande
guantidade na superficie das células;

Realizam um batimento coordenado de ida e volta,
lembrando o movimento de um chicote;

Que possibilita a célula se mover num ambiente liquido;
Ou que um liguido se movimente sobre a célula.

power stroke

P

5 um



FLAGELOS

Os flagelos sao maiores;

Podendo ser um unico, até uns poucos flagelos por
célula;

Possibilita a movimentacao de células em liquido
por batimento ondulatorio;

Os flagelos de bactérias sao estruturas totalmente
diferentes na sua composicao.




CILIOS PRIMARIOS

Existem ainda os cilios primarios (nao moveis) com funcao sensorial;
Capazes de perceber sinais extracelulares de movimento, luz e odor;
Sao projecoes celulares onde se encontram receptores captadores de estimulos;
Por exemplo os cilios olfativos da mucosa do epitélio nasal.

modified cilia

———— olfactory neuron

——— supporting cell
h/ basal cell
—— basal lamina

R axon
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CILIOS e FLAGELOS

Cilios e flagelos sao formados a partir de um
arranjo basico de microtubulos, diferente de
outras regioes da célula (9 + 2);

Funcao dessas estruturas possivel pelas
proteinas acessorias; Algumas atuam
interligando 0S microtubulos para
manutencao do arranjo de microtubulos e
outras geram a forca que provoca a flexao.

Motile cilium

Plasma
membrane

(A)



CILIOS e FLAGELOS

e A regiao central ao longo da extensao
longitudinal dos cilios e flagelos é
denominada axonema e constituida por uma
arranjo de microtubulos diferente do
encontrado na sua porcao basal (corpo
basal);

* O corpo basal tem um arranjo de

microtubulos de tripletes porque é formado = e % —|
por um centriolo; b B~ . mggg;;ane
* Entao, importante fun¢ao do centriolo é e
;. 5 ‘, : ATy TR mother
nuclear essas estruturas nas superficies e S o Bl x Sesuiene
p S ¥ s :k:\ ~,"*\’ 2 \%
celulares. : ol
centriole

| ——
daughter mother 300 nm
centriole centriole



CILIOS e FLAGELOS

A dineina ciliar (flagelar) € a principal responsavel pelo movimento de flexao;
A dineina esta associada pela cabeca em um protofilamento e pela cauda em
um protofilamento adjacente;

Na presenca de ATP as dineinas tentam deslizar os microtubulos uns sobre os

outros, mas proteinas estruturais impedem esse movimento e o resultado é

uma torcao.
Pynein Motor head group

- | g -
‘ /
A |
/
, [ microtubules
Movement of dynein
head group toward
minus end of B tubule
-end
1 =3 Nexin link C— — 2t




FILAMENTOS INTERMEDIARIOS (F1)

A funcao principal dos Fls é conferir resisténcia mecanica as forca de
tensao, principalmente de distensao;

* Por isso sao importantes em células e tecidos sujeitos a tensao como céls
epiteliais da pele e musculares;

 Evidente nas situacdoes em que
essas fibras se estendem por
grandes regides, atravessando o
citoplasma de um lado para o
outro.

gueratina em céls epiteliais 22



FILAMENTOS INTERMEDIARIOS (Fl)

Epidermolise bolhosa simples

basal cell of epidermis

basal lamina defective keratin

T — filament network

(@)
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FILAMENTOS INTERMEDIARIOS (FI)

Os filamentos intermediarios tém caracteristicas de outros filamentos do
citoesqueleto mas também caracteristicas distintas;

Sao formados pela associacao nao covalente de subunidades;
Mas as subunidades neste caso sao proteinas fibrosas (extensas);

Diferentes proteinas fibrosas podem ser mondmero dos filamentos
intermediarios;

Embora todas elas atuem para resisténcia mecanica das células.



FILAMENTOS INTERMEDIARIOS (FI)

> — stripe of

hydrophobic
llaﬂ and lld"
amino acids

helices wrap around each other to minimize
exposure of hydrophobic amino acid
side chains to agueous environment

(A) (B)

Como proteinas fibrosas, os mondémeros
apresentam:

Longa regiao central (haste) em a-hélice;

E regides terminais nao estruturadas;

Os monbémeros interagem formando estruturas
cabeca-cauda;

A regiao de a-hélice contém repeticoes de
heptapeptideos com aminoacidos hidrofobicos
em posicoes especificas;

Que promovem a interacao e torcao da a-hélice
entre duas moléculas (aspecto de corda
enrolada).

25



FILAMENTOS INTERMEDIARIOS (FI)

t’\y\-‘ stripe of
hydrophobic

d “3" and “d”
amino acids

11 nn

helices wrap around each other to minimize
exposure of hydrophobic amino acid
side chains to aqueous environment

(B)

A haste é conservada entre diferentes proteinas de Fl
tanto no tamanho quanto nas sequéncias;

Mas divergem nas extremidades que ficam expostas
e interagem com proteinas especificas do citoplasma;

Os Fl citoplasmaticos nao sao universais, nao existem
em levedura, plantas, e mesmo em todos os animais
(nao encontrados em animais com exoesqueleto
rigido);

Tb nao estao presentes em todas as células de uma
espécie que apresenta Fl;

Os Fl nucleares sao bem mais prevalentes, mas nao
encontrado em unicelulares. y



FILAMENTOS INTERMEDIARIOS (FI)

* Osdimeros sao formados por interacdes cabeca-cauda;
e Podem ocorrer entre proteinas diferentes;

 Dimeros interagem entre si para formar um tetramero;
 de forma antiparalela e defasada;

O tetramero
B S N correspondente 3
£ espessura do filamento
" — @ intermedidrio;
. = %« Entre10a12 nm;
| e O encadeamento entre
== S eles forma
J protofilamentos; ;



FILAMENTOS INTERMEDIARIOS (F1)

Tetrameros interagem entre si pelas extremidades ou
lateralmente;

Formando estruturas maiores, lembrando um cabo;
Que responde pelas propriedades de resisténcia do filamento;

oito tetrdmeros enrolados formando um semelhante a3 um cabo

28
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FILAMENTOS INTERMEDIARIOS (FI)

Diferentes dos outros dois tipos de filamentos;
FI s3ao mais resistentes e menos suscetiveis a montagem e

desmontagem;
Sao menos soluveis, sendo os dimeros e tetrameros as unidades

soluveis;

O FI nao é polarizado, pela formacao do tetramero com dimeros
antiparalelos;

Nao interagem com ATP ou GTP.



FILAMENTOS INTERMEDIARIOS (FlI)

 Existem cerca de 70 proteinas FI em humanos, agrupadas em

familias de acordo com homologia de sequéncias;
* A expressao de algumas proteinas Fl s3ao tipicas de alguns tipos

celulares.

CYTOPLASMIC NUCLEAR

vimentin and

keratin filaments vimentin-related neurofilaments nuclear lamins

filaments
in epithelial cells in connective- in nerve cells in all
tissue cells, animal cells
muscle cells,

and glial cells
30



FILAMENTOS INTERMEDIARIOS (Fl)

microvillus

terminal web
of actin

adherens junction

desmosome

— basal lamina

BASAL

intermediate filaments
—— Microtubules
==~ actin microfilaments

cadherin cytoplasmic

\ plaque made
of attachment
protejns

keratin filaments intercellular
anchored to x 7 space
cytoplasmic plaque '\/

\

interacting
plasma membranes

31
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(A)

CITOSOL
Envelope nuclear

.'n“- e

v“‘l

Poro
nuclear

Cromatina

FILAMENTOS INTERMEDIARIOS (Fl)

Lamina
nuclear

A
[ 1
A T NN AT

= Microtubules

.. Neurofilaments L F\)
n(}/

by
~/ Microfilaments

n = Nucleus
¢ = Centrosome
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CITOESQUELETO e PROCARIOTOS

A auséncia de citoesqueleto em bactérias
era uma das diferencas apontadas entre
eucariotos e bactérias;

Mas proteinas com funcdes equivalentes
tem sido descobertas nas bactérias;
Sequéncias tb estao relacionadas com as
proteinas eucariotas;

Além de outras propriedades, como
polimerizacao nao covalente, montagem
e desmontagem de subunidades.

_-plasmid —=

. >
\ParM--“".

(B)

|
2um

ParM “tipo microtubulos”

(mas sequéncia com maior
homologia com actina)
Funcao na segregacao

plasmidial
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CITOESQUELETO e PROCARIOTOS

. . . . Spherical s Uy . ”
MreB “tipo actina”  Crescentin “tipo FI” .aures) protemé FtsZ, "tipo tul?u-llrla
formato celular formato celular S Determina o If)cal da divisao
\ celular bacteriana

(a) Prokaryotic
cytoskeletal
proteins

GTP

34
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MOVIMENTO CELULAR

As combinacdes formadas por actina-
miosina desempenham funcoes
importantes em todas as células
eucariotas;

Por serem estruturas contrateis capazes
de realizar diferentes movimentos
celulares;

Como na migracao celular e na
contracao muscular.

c 9 to p | q s m #AMoebaGlfs

Amoeba Sisters

Thick jelly-like substance of the cell



CONTRACAO MUSCULAR

A miosina da fibra muscular é a miosina Il;
Formada por duas cadeias pesadas iguais e dois pares de cadeias leves;

A cadeia pesada tem uma regiao N-terminal globular (cabeca) e uma longa
regiao estendida em alfa hélice (cauda);

As duas caudas de cada molécula se entrelacam em espiral e ficam torcidas
uma sobre a outra;

As cadeias leves se liga na regiao globular de cada uma das cadeias pesadas.

| 150 nm |
neck or hinge region .
¢ C-terminus
» /

l \
light chains

=~ N-terminus 36
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CONTRACAO MUSCULAR

As caudas torcidas de um dimero interagem com as de outros dimeros;
A juncao de varios dimeros geram um feixe de fibras paralelas;
No feixe as moléculas se dispdem em dois conjuntos simétricos;

Com as caudas interagindo em uma regiao central e as cabecas apontando para
lados opostos;

Como se fosse uma flecha com duas setas.

myosin heads

myosin heads
bare zone

‘\ .\ ‘\“.\“‘\“‘\"‘\“‘\“‘V“‘\“‘\“‘\“‘\.“)“‘\“‘!“‘\“‘\“ "4." 1"’ 4." 4.' !"’ 1"’ U .4' 1,”("'("' (." 1.” {J ”'1."1." (' l' 1'
LA P P P P P T P T P P P P T P P T S T R e N e T N S N T St
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CONTRACAO MUSCULAR

A miosina Il € uma
proteina motora;

Head domains

LC,,

Tail

O “_LC
. .o -7 ® “ 20
O ATP se liga na regiao Actin-binding I
. sites .
globular da miosina; = .@@ Rod domain

ATP-binding site

A hidrolise do ATP é utilizada para alterar a conformacao da miosina;

Além disso a interacdo com ATP/ ADP altera a afinidade entre miosina e actina;

A contracao muscular resulta de ciclos sucessivos de hidrolise de ATP.

38



CONTRACAO MUSCULAR

1) A miosina Il mantém-se fortemente associada a actina na
auséncia de ATP;

2) A interacao de ATP com miosina promove uma dissociacao
entre actina e miosina;

3) A hidrdlise do ATP desencadeia alteracao na conformacao
da miosina;

Ocorre um dobramento da regiao globular que faz a cabeca
se deslocar sobe o filamento fino, enquanto a miosina ainda
esta ligada a ADP e Pi;

4) A miosina volta a interagir com uma actina (actina vizinha
da que estava ligada) mas fracamente, e Pl é liberado;

5) A saida de Pl induz forte interacao da miosina com a actina
e consumacao da energia liberada, alterando o dobramento
da cabeca para conformacao original, e liberando ADP;

O resultado final da energia liberada € o deslocamento do
filamento fino em direcao a linha M.

minus

1 end

myosin
thidck fil_ament
r O /

I HYDROLYSIS

POWER STROKE l‘ ADP

plus
end



CONTRACAO MUSCULAR

B\ l&t) (b) Bundle of muscli fibers (muscle cells)

0 oo RO MUSCULO ESQUELETICO

(c) Single muscle

e
) \"‘\\ fiber (cell)
I\ N\\

(e) Single R
myofibril Qig :

(f) Portion of
myofibril

B) I
50 umyg

Thick filaments
(myosin) Thin filaments (actin)



CONTRACAO MUSCULAR

i ([
AT - W MIOFIBRILA e SARCOMERO
nudemsma membrane }b 'JI_I

* A miofibrila é estriada, o que
corresponde a distribuicao das fibras
contrateis em unidades organizadas e
repetidas, os sarcomeros;

e O sarcomero € um arranjo
organizado de fibras paralelas:

e Fibras grossas e fibras finas
parcialmente sobrepostas.

41
sarcomere ~2.5 um sarcomere two myofibrils



sarcomero CONTRAGAO MUSCLA e

* A “nomenclatura” do sarcomero corresponde
a visualizacao das suas estruturas no
microscopio;

* Banda I: actina ligada na linha ou disco Z,
septo que delimita o sarcomero;

 Banda A tem duas regioes:

* A mais escura corresponde a sobreposicao
parcial de actina com regiao globular das
miosinas;

e Zona H (da banda A): caudas de miosina de
feixes opostos interagindo entre si (na linha

: A% =i 10
.8 e "*l-'\ )
. g P e

. . N zZ Thick H zone Th'in Z
ou disco M no meio do sarcémero). ine. flaments flaments e
| myosin actin |

f Sarcomere



CONTRACAO MUSCULAR

O sarcomero € formado por duas metades simétricas a partir da linha M;

A orientacao (polaridade) entre as moléculas de actina e miosina sao mantidas
em cada metade;

A regiao da cabeca das miosinas forma pontes cruzadas com a actina na regiao
de sobreposicao;

As actinas ligam-se as extremidades do sarcomero (linha Z) pela extremidade

(+).

Z disc Actin Myosm head groups Myosin thick filament  Nebulin  Titin
R " . ,x?.» PR LT = ,‘ém|
_____ L ‘ Q__ gy N0 I /_ {7 /
» D | 't N »Q‘Q- \._\;\:_\:EL—EEL‘?—— , :‘. _.4’__4__1_‘—_..5‘_37"7'.?.?-'4 - \!9.9.@& XD
T ';_i-r_‘—’;_’f,‘__r_’;_'—_r_ \ L\ Y N L T
g AT IEES " g SO o PP L s 2

" Pius end Minus end M line Minus end Plusend 43



CONTRACAO MUSCULAR

Varias proteinas acessorias atuam para estrutura funcionamento do sarcoémero;
O disco Z é formado por proteinas que posicionam e estabilizam a actina;

A nebulina estabiliza o longo do filamento de actina, da extremidade + no disco
/ até a extremidade — estabilizada por tropomodulina;

As titina posiciona os filamentos grossos de miosina no sarcomero.

Z disc Z disc

titin M line myosin (thick filament) \
tropomodulin

plus end / minus end
of actin nebulin actin (thin filament)



CONTRACAO MUSCULAR

* Avisualizacao da contracao mostra o encurtamento dos sarcomeros:
* Aproximacao entre discos Z e encurtamento da banda H;
* Ocorre um deslizamento da actina em relacao a miosina.

sarcomere

myosin filament actin filament
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CONTRACAO MUSCULAR

A contracao do musculo esquelético ocorre quando ele recebe um sinal de um
nervo motor (efetor);

Neurotransmissor liberado gera um potencial de acao nas membranas das
células musculares;

Esse sinal se espalha com o auxilio dos tubulos T (tubulos transversos);
Ramificacdes internas da membrana que circundam as miofibrilas;

transverse (1)
- tubules formed -~
from invaginations
of plasma membrane

- sarcoplasmic -
reticulum

myofibril

46
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CONTRACAO MUSCULAR

* O potencial de acao
endoplasmatico especializado);

alcanca o reticulo

sarcoplasmatico (reticulo

* Abrindo canais de Ca*?que é liberado no citosol;
* E a presenca de Ca*? induz a contracdo muscular mediada pelo complexo

troponina-tropomiosina;

Membrana plasmatica

/
__— Miofibrila \
_'/
/

Tubulos

» 9, formados a partir de
invaginacdes da membrana
plasmatica
T Reticulo —____
sarcoplasmatico
(A)

- T transversos(T)

Membrana do tubulo T inativa Membrana do tabulo T ativada

LUMEN DO TUBULO T
(ESPACO EXTRACELULAR)

2+
CITOSOL — Canal de Ca** controlado por voltagem

CONTRAGCAO DA
MIOFIBRILA

] ;
POTENCIAL Ca™

—————————— - ——— —
35 nm DE ACAO e L

—— Canal de liberacao de Ca**

LUMEN DO RETICULO
SARCOPLASMATICO

Membrana do reticulo
sarcoplasmatico



CONTRACAO MUSCULAR

A troponina e a tropomiosina interagem com a actina;

A tropomiosina € uma molécula longa, formada por duas cadeias a- hélice
entrelacadas, em formato de bastao alongado acompanhando a fibra de actina;
E a tropomiosina se liga em sitios especificos da actina;

A troponina é formada por 3 subunidades;

A TnT que liga a tropomiosina, a TnC que se liga ao Ca*?e a Tnl que inibe a a
interacao.

troponin
actin complex tropomyosin

48



CONTRACAO MUSCULAR

Na presenca de Ca+2 o complexo troponina-tropomiosina altera sua
conformacao e expode os sitios da actina ligadores de miosina;

(A)

Tnl—__ = 4]
Troponin TThe Ca2+ { ~*
complex O v,
™T [
\_ = o

Myosin binding
sites bilocked

Actin
B
™T™nC \ -
; , N
TnT — =%~ -
Myosin—
binding site

Tropomyosin 49
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