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Citoesqueleto

Para o funcionamento celular adequado:

Organizar no espaco;

Interagir mecanicamente com o ambiente ao seu redor;

Apresentar uma conformacao correta;

Ser fisicamente robustas;

Estar estruturada de forma adequada internamente;

Capazes de modificar sua forma e migrar;

Capazes de reorganizar seus componentes internos como decorréncia dos
processos de crescimento, divisdo e/ou adaptacdo a mudancas no ambiente;

Todas essas funcdes sao dependentes do citoesqueleto e, portanto, altamente
desenvolvidas em células eucaridticas!

Figura 16-1 O citoesqueleto. Uma
célula em cultura foi fixada e corada
para mostrar dois dos principais compo-
nentes do citoesqueleto, microttbulos
(em verde) e filamentos de actina (em
vermelho). O DNA nuclear esta corado
em azul. (Cortesia de Albert Tousson.)




Os filamentos do citoesqueleto sao dinamicos e
capazes de adaptacao

Microtubulos originam-se a partir do centrossomo e podem reorganizar-se
para formar:

1. Fuso mitotico bipolar durante a divisao celular;

2. Estruturas de locomocao denominadas cilios e flagelos na superficie das
células;

3. Estruturas em feixes que servem como trilhos para o transporte de materiais ao
longo dos axdnios neuronais;

4. Em células vegetais, conjuntos organizados de microtubulos auxiliam a
direcionar o padrao de sintese da parede celular;



Os filamentos do citoesqueleto sao dinamicos e
capazes de adaptacao

* Filamentos de actina revestem a face interna da MP de células animais:

1. Resisténcia e forma a esta fina bicamada lipidica;

2. Formam projecoes na superficie das células, algumas sdao dinamicas, como os
lamelipddios e filopddios;

3. O anel contrdtil com base em actina se organiza de forma transiente para
promover a divisdao da célula em duas;

4. Arranjos mais estaveis permitem que a célula se fixe a um substrato adjacente,
permitindo também a contracdo muscular;

5. Feixes regulares do estereocilio na superficie de células do ouvido interno
contém feixes de filamentos de actina que vibram como hastes rigidas em

resposta ao som;

6. As microvilosidades da superficie de células epiteliais intestinais;



Os filamentos do citoesqueleto sao dinamicos e

capazes de adaptacao

Figura 16-2 Répidas altera¢des na or-
ganizagdo do citoesqueleto associadas
a divisdo celular. O fibroblasto em mo-
vimento aqui representado possui um
citoesqueleto de actina dindmico e po-
larizado (ilustrado em vermelhe) que se
associa para impelir a borda frontal para
a direita. A polarizagao do citoesqueleto
de actina ¢ auxiliada pelo citoesqueleto
de microtabulos (ilustrado em verde), o
qual consiste em longos microtabulos
que partem de um Unico centro orga-
nizador de microtibulos localizado

em regido anterior ao nucleo. Quando

a célula se divide, o arranjo polarizado
de microtabulos é reorganizado para a
formacgao de um fuso mitético bipolar, o
qual é responsavel pelo alinhamento e
pela posterior separagao dos cromaosso-
mos duplicados (marrom). Os filamen-
tos de actina formam um anel contrétil
no centro da célula que a comprime
separando-a em duas apos a segrega-
¢ao dos cromossomos. Apds a comgpleta
divisdo da célula, ambas as células-fithas
reorganizam seus citoesqueletos de
actina e de microtabulos em versées
menores daguelas que se encontravam
na célula-mae, permitindo que estas se
arrastem em diregdes distintas,



Os filamentos do citoesqueleto sao dinamicos e
capazes de adaptacao

Filamentos intermediarios:

Revestem a face interna do envelope nuclear, formando uma espécie de gaiola
protetora para o DNA da célula;

No citosol, estes filamentos encontram-se em uma forma de fortes cabos que
mantém as camadas das células epiteliais unidas ou que auxiliam a extensao dos
longos e fortes axonios das células neuronais.

Permitem a formacdo de determinados apédices resistentes, como os pelos e as
unhas.



O citoesqueleto também pode formar
estruturas estaveis

O citoesqueleto também forma estruturas grandes e estaveis em células que
adquiriram uma morfologia diferenciada e estavel (ex. neurdnios ou células
epiteliais maduras);

Feixes de actina da regiao central dos estereocilios de células do ouvido interno
mantém sua organizacao estavel durante toda a vida do animal, tendo em vista
gue estas células nao sofrem reposicao;

Filamentos de actina apresentam comportamento altamente dinamico e estao
continuamente sendo remodelados e substituidos dentro de estruturas de
superficie celular estaveis que podem persistir por décadas;

O cistoesqueleto é responsavel pela polarizacao geral das células, permitindo
gue elas apresentem diferencas entre suas regides superiores e inferiores ou
anteriores e posteriores;



O citoesqueleto também pode formar
estruturas estaveis

* A informacao referente a polarizagao geral codificada pela organizacao do
citoesqueleto também deve ser frequentemente mantida durante todo o
periodo de vida da célula;

* Células epiteliais polarizadas, como as que revestem o intestino, por exemplo,
usam arranjos organizados de microtubulos, filamentos de actina e filamentos
intermedidrios para manter diferengas funcionais criticas entre a superficie
apical que absorve os nutrientes e a superficie basolateral, onde transferem os
nutrientes para a corrente sanguinea.

* A levedura Saccharomyces cerevisiae necessita de um sistema de polarizagao
geral estavel, devido a sua assimetria, devido aos arranjos dos filamentos de
actina, na divisao por brotamento, que da origem a uma célula-filha pequena e
uma célula-mae grande;



Figura 16-5 Organizag¢do do citoes-
queleto em células epiteliais polari-
zadas. Todos os componentes do cito-
esqueleto cooperam para a definigao
dos formatos caracteristicos de células
especializadas, como as células epiteliais
gue revestem o intestino delgado. Na
superficie apical (superior), que se dirige
para o limen do intestino, feixes de
filamentos de actina (em vermelho) for-
mam microvilosidades que aumentam
a area de superficie celular disponivel
para a absorgao de nutrientes a partir
dos alimentes. Exatamente abaixo das
microvilosidades, uma banda circunfé-
rica de filamentos de actina contribui
para a formagao de jungoes célula-célula
gue evitam gue o conteddo do lumen
intestinal penetre o organismo. Fila-
mentos intermedidrios (em azul) estdo
ancorados a outros tipos de estruturas
adesivas, como desmossemos e hemi-
desmossomos, que conectam as células
epiteliais em uma camada e as pren-
dem a matriz extracelular subjacente,
na extremidade basal da célula; estas
importantes estruturas de adesao serao
discutidas no Capitulo 19. Microtdbulos
(em verde) projetam-se verticalmente
do alto da célula até sua base e forne-
cem um sistema coordenado geral que
permite a célula direcionar, para o local
adequado, componentes recentemente
sintetizados.
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Cada tipo de filamento do citoesqueleto é
construido a partir de subunidades proteicas
menores

Os filamentos intermediarios sao formados a partir proteinas fibrosas e longas,
ao passo que os filamentos de actina e os microtubulos sao compostos por
subunidades globulares e compactas;

Esses 3 tipos de filamentos do citoesqueleto formam arranjos helicoidais de
subunidades;

Diferencas entre as estruturas destas subunidades e da resisténcia das forcas
de atracao entre elas sao as principais responsaveis pelas caracteristicas de
estabilidade e propriedades mecanicas diferenciadas de cada tipo de filamento;

A estrutura dos 3 tipos de polimeros do citoesqueleto € mantida por interacoes
nao-covalentes fracas, o que significa que sua associacao e dissociacao podem
ocorrer rapidamente;



Pequenas Grande polimero
subunidades soluveis em filamento

Sinal, como,
por exemplo,
uma fonte
de nutriente

DISSOCIACAO DOS
l FILAMENTOS E
RAPIDA DIFUSAO
DAS SUBUNIDADES
L]

REASSOCIAGCAO DOS
FILAMENTOS EM
UMA NOVA REGIAO

(8)

Figura 16-7 O citoesqueleto durante alteracdes na forma da célula. A formagao
de filamentos de proteina a partir de subunidades proteicas muito menores permi-
te a remodelagdo regulada do citoesqueleto por associacdo e dissociacdo de fila-
mentos. (A) A formagao de filamento a partir de uma proteina pequena. (B) A rapi-
da reorganizagao do citoesqueleto de uma célula em resposta a um sinal externo.



Cada tipo de filamento do citoesqueleto é
construido a partir de subunidades proteicas
menores

e Centenas de proteinas acessorias regulam a distribuicdo espacial e o
comportamento dinamico dos filamentos, convertendo informacdes recebidas
através de vias de sinalizacao em acdes do citoesqueleto;

 Essas proteinas acessorias ligam-se aos filamentos ou as suas subunidades
para:

Determinar o local de montagem de novos filamentos;

Regular a distribuicao das proteinas entre as formas filamento ou subunidade;
Modificar a cinética de montagem e dissociacao dos filamentos;

Concentrar a energia para gerar forca e para ligar os filamentos uns aos outros
ou a estruturas celulares, como organelas ou a membrana plasmatica;

W e

* Nesses processos, as proteinas acessorias mantém a estrutura do citoesqueleto
sob o controle de sinais intra e extracelulares, como as transformacdes que o
citoesqueleto sofre durante cada uma das etapas do ciclo celular;



Filamentos formados a partir de multiplos
protofilamentos apresentam vantagens

Os polimeros do citoesqueleto combinam resisténcia e capacidade de
adaptacdo, pois sao constituidos a partir de multiplos protofilamentos
combinados helicoidalmente;

Em geral e como caracteristica, os protofilamentos enrolam-se uns aos outros
formando uma estrutura helicoidal;

A adicao ou perda de uma subunidade na extremidade de um protofilamento
forma ou quebra um conjunto de ligacdes longitudinais e um ou dois grupos de
ligacdes laterais;

Para que haja a quebra de um filamento ao meio, e necessario que ocorra
simultaneamente a quebra de um conjunto de ligacdes longitudinais em varios
protofilamentos;



Figura 16-8 Estabilidade térmica

de filamentos do citoesqueleto com
extremidades dinamicas. Aforma-

¢ao de filamentos do citoesqueleto a
partir de mais de um protofilamento
permite a ocorréncia de extremidades
dindmicas, a0 mesmo tempo em que 0s
filamentos per se apresentam resisténcia
a degradacao térmica. Neste exemplo
hipotético, o filamento estavel é forma-
do a partir de cinco protofilamentos. As
ligagdes que mantém as subunidades
unidas nos filamentos estdo representa-
das em vermelho.
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Filamentos formados a partir de multiplos
protofilamentos apresentam vantagens

As subunidades dos filamentos do citoesqueleto sao mantidas unidas por um
grande numero de interagoes hidrofobicas e outras ligacdes nao-covalentes
fracas;

Filamentos intermediarios, por exemplo, sdo montados pela formacdo de
contatos laterais fortes entre hélices supertorcidas, as quais ocorrem ao longo
da quase totalidade de cada subunidade fibrosa adicionada;

As subunidades individuais estao intercaladas no filamento e por isso esses
filamentos toleram a tracao e a tor¢ao, formando estruturas fortes semelhantes
a um cabo ou corda;

Os microtubulos sao construidos a partir de subunidades globulares unidas
entre si principalmente por liga¢cées longitudinais, sendo comparativamente
fracas as ligacoes laterais que unem o conjunto de 13 protofilamentos. Por essa
razao, os microtubulos sao rompidos de forma muito mais facil que os
filamentos intermediarios quando sofrem dobramento;



Subunidades longas nao-coincidentes: dominio de contatos laterais

PROPRIEDADES DE FLEXIBILIDADE
(como uma corda)

Figura 16-9 Filamento resistente
formado a partir de subunidades de
fibras alongadas com fortes contatos
laterais. Filamentos intermediarios sao
formados desta forma; como conse-
quéncia, sao especialmente resistentes
a forgas de tragao, apesar de serem facil-
mente dobrados.
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% de subunidades de actina nos filamentos 8

A taxa de nucleac¢ao € um fator limitante na
formacao de um polimero do citoesqueleto

* Adicao e dissociacao sao balanceados;
* Concentra¢dao de mondmeros no estado estacionario = Concentragdo critica (C);
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A taxa de nucleacao é um fator limitante na
formacao de um polimero do citoesqueleto

A célula utiliza proteinas especiais para catalisar a nucleacao de filamentos em
regidoes especificas, determinando, assim, onde novos filamentos do
citoesqueleto deverao ser formados.

A regulacao da nucleacao do filamento é uma forma essencial de controle por
meio da qual as células regulam sua forma e seu movimento.

Um trimero de actina atua como nucleo para a polimerizacao de um filamento

de actina, enquanto o nucleo de tubulina, provavelmente, constitui um anel de
13 ou mais subunidades;



As subunidades de actina e tubulina associam-
se a cabeca e a cauda em oposicao, geram
filamento polarizados

Microtubulos &€ uma estrutura cilindrica oca e firme formada a partir de 13
protofilamentos paralelos composto das moléculas alternadas a-tubulina e B-
tubulina;

Os microtubulos sao formados por um heterodimero de duas proteinas
globulares (a-tubulina e B-tubulina), associadas por ligacdes nao-covalentes;

Cada um dos mon6meros possui um sitio de ligacao a uma molécula de GTP.

O GTP que se liga ao mondmero de a -tubulina é parte integrante da estrutura
do heterodimero de tubulina, enquanto o GTP que se liga ao monomero de [3-
tubulina pode estar sob a forma de GTP ou GDP;

Contatos “topo” e “base” e contatos laterais fazem com que os microtubulos
sejam rigidos e dificeis de sofrer dobramento, tornando-os os elementos
estruturais mais rijos e resistentes das células animais;
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As subunidades de actina e tubulina associam-
se a cabeca e a cauda em oposicao, geram
filamento polarizados

A subunidade de actina € um mon6mero que apresenta um sitio de ligacao a
ATP ou ADP;

As subunidades de actina se associam em oposicao de cabeca e cauda;

O filamento de actina é formando a partir de dois protofilamentos paralelos
enrolados um sobre o outro em uma hélice dextrogira.

Os filamentos de actina sao relativamente flexiveis e faceis de serem curvados,
entretanto em uma célula viva, proteinas acessorias interligam os filamentos
formando feixes, tornando estas grandes estruturas muito mais fortes do que
filamentos de actina individuais.
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Filamentos de actina e microtubulos possuem
duas extremidades distintas com diferentes
taxas de crescimento

* Na auséncia de hidrdlise de ATP ou GTP as proporcdes entre as taxas constantes
de crescimento (K,./K,¢) devem ser idénticas para as duas extremidades, apesar
de que os valores absolutos possam diferir em cada extremidade;

* Em um filamento polar, geralmente as taxas de constante cinética sao bem
maiores em uma das extremidades;

* A dinamica de crescimento e dissociacdao ocorre mais rapidamente na
extremidade mais (+) em relacao a extremidade menos (-);



Os processos de treadmilling e instabilidade
dinamica de filamentos

O processo de hidrolise de trifosfatos de nucleosideo é acelerado quando as
subunidades estao incorporados nos filamentos;

* Em células vivas, a maioria das subunidades livres encontra-se sob a forma T
(concentracdes de ATP e GTP livres é cerca de 10 vezes maiores de que de ADP e
GDP);

 Se a taxa de adicao de subunidades é alta, é bastante provavel que uma nova
subunidade seja adicionada ao filamento antes que a subunidade anteriormente
adicionada tenha sofrido hidrdlise — formacao de uma capa de ATP ou GTP;
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Os processos de treadmilling e instabilidade
dinamica de filamentos

A taxa de adicao de subunidades a
extremidade do filamento é o produto da
concentrag¢ao de subunidades livres e da
taxa constante K ,;

A K,, € muito mais rapida para a
extremidade mais (+);

A C,. para a polimerizagago em uma
extremidade de filamento sob a forma T
€@ mais baixa do que para uma
extremidade sob a forma D;

Se a concentracao de subunidades em
um dado momento encontra-se em
algum ponto entre esses dois valores, a
extremidade mais (+) crescera e a
extremidade menos (-) encurtar],
resultando em treadmilling;
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Os processos de treadmilling e instabilidade
dinamica de filamentos

Instabilidade dindamica é a rapida interconversao entre os estados de
crescimento e encurtamento que ocorre sob concentracdao uniforme de
subunidades livres;
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O treadmilling e a instabilidade dinamica
auxiliam a rapida reorganizacao do citoesqueleto

Para manter a concentrag¢ao constante de filamentos de actina e microtubulos,
a maioria dos quais esta sofrendo a acao de treadmilling e instabilidade
dindmica;

A vantagem para a célula parece residir na flexibilidade espacial e temporal que
é inerente a um sistema estrutural com turnover constante;

Subunidades de actina ou tubulina podem difundir rapidamente e associar-se
em extremidades de filamentos preexistentes ou em regioes onde a etapa de
nucleacao esteja sendo catalisada por proteinas especificas;

Uma célula pode controlar o posicionamento dos seus sistemas de filamentos
e, consequentemente, sua estrutura, pelo controle da regiao de nucleagao e
pela estabilizacao seletiva;

Em determinadas estruturas especializadas, porcoes do citoesqueleto tornam-
se menos dinamicas e os microtubulos e filamentos de actina encontram-se
estabilizados por associacao a outras proteinas;



A estrutura dos filamentos intermediario

Filamentos intermedidrios sao encontrados em alguns animais (vertebrados,
nematodeos e moluscos), no citoplasma de células sujeitas a estresse mecanico
e, particularmente, nao sao encontrados em animais com exoesqueletos rigidos
(artropodes e equinodermos);

Em vertebrados, células da glia (oligodendrocitos) que produzem bainha de
mielina no SNC nao contém filamentos intermediarios;

Filamentos intermediarios citoplasmaticos estao relacionados a seus ancestrais,
as laminas nucleares (duplicacao génica);

As subunidades dos filamentos intermediarios nao contém sitios de ligacao para
trifosfatos de nucleosideo;

Os filamentos intermediarios ndao apresentam uma estrutura polarizada;

O grande numero de polipeptideos unidos por interagoes hidrofdbicas laterais
fortes conferem aos filamentos intermediarios sua caracteristica semelhante a
um cabo. Eles podem ser facilmente flexionadas, mas é extremamente dificil
rompé-los.



Estrutura encadeada de um tetramere feito
a partir de dois dimeros supertorcidos

Oito tetrdmeros enrolades em um filamento semelhante a um cabo



A estrutura dos filamentos intermediario

Filamentos de queratina conferem resisténcia mecanica a tecidos epiteliais por
meio de ancoramento a desmossomos e hemidesmossomos;

Mutacdes nos genes de queratina sao causas de doencas genéticas humanas,
como a epidermolise bulosa simples, que ocorre quando queratinas defeituosas
sao expressas em células epiteliais;
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Tabela 16-1 Principais tipos de proteinas de filamentos intermediarios em células de

vertebrados

Nuclear Laminas A,BeC
Semelhantes a Vimentina
vimentina
Desmina

Proteina cida glial fibrilar

Periferina
Epitelial Queratinas tipo | (acidas) }
Queratinas tipo |l (basicas)
Axonal Proteinas de neurofilamento
(NF-L, NF-M e NF-H)

bbcl 21 24 filamento_intermediario.swf

Ladmina nuclear (revestimento
interno do envelope nuclear)

Diversas células de origem
mesenquimal

Musculo

Células gliais (astrocitos e algumas
células de Schwann)

Alguns neurdnios

Células epiteliais e seus derivados
(p. ex., cabelos e unhas)

Neurdnios

bbc2 04 lamina_nuclear.swf



A polimerizacao de filamentos pode ser alterada
por substancias

Tabela 16-2 Farmacos que afetam os filamentos de actina e os microtibulos

Faloidina Liga-se aos filamentos, estabilizando-os

Citocalasina Promove o capeamento da extremidade mais (+) do filamento
Swinholide Quebra os filamentos

Latrunculina Liga-se a subunidades e evita sua polimerizacdo

Taxol Liga-se aos microtubulos, estabilizando-os

Colchicina, colcemida Liga-se as subunidades e evita sua polimerizagcdo

Vimblastina, vincristina Liga-se as subunidades e evita sua polimerizagao

Nocodazol Liga-se as subunidades e evita sua polimerizagao



A organizacao e a divisao celular em bactérias
dependem de homalogos do citoesqueleto de
eucariotos

Todas as bactérias e algumas arquebactérias contém homodlogos da tubulina
(FtsZ) que podem polimerizar dando origem a filamentos e organizar-se em um
anel (anel Z) na regiéo que é formado o septo na divisGo celular;

Diversas bactérias, predominantemente células bastao ou espirais, também
contém dois homologos de actina (MreB e Mbl) que parecem estar associados a
forma celular e a segregacéo cromossémica;

ParM, um homodlogo de actina encontrado em bactérias, é codificado por certos
plasmideos e parece estar associado a separacdo de cdpias replicadas do
plasmideo;

Homologos do citoesqueleto em bactérias e eucariotos compartilham baixa
similaridade de sequéncia;



A organizacao e a divisao celular em bactérias
dependem de homalogos do citoesqueleto de
eucariotos

A bactéria Caulobacter crescentus possui uma proteina (crescentina) com
similaridade estrutural a Fl;

Bactérias possuem sofisticados citoesqueletos dinamicos;
POR QUE ELAS SAO TAO PEQUENAS E MOFOLOGICAMENTE SIMPLES?
Provavelmente, devido a auséncia de proteinas motoras (a evolucdao dessas

proteinas parece ter sido uma etapa essencial que permitiu a elaboracao
morfoldgica dos eucariotos);



Como as células regulam seus filamentos do
citoesqueleto

y-tubulina estd envolvida na nucleacdao de microtubulos em organismos
variados, de leveduras a humanos;

Microtubulos sao nucleados em uma regiao conhecida como centro organizador
de microtubulos (MTOC);

O complexo em anel de y-tubulina (y-TURC) é capaz de nuclear crescimento de
microtubulos;

Duas proteinas se ligam diretamente a y-tubulina, juntamente a varias outras
gue auxiliam na formacao do anel de moléculas de y-tubulina;

vytubulina
a-tubulina
] B-tubulina

(A) (B)

N
Proteinas acessdrias no
complexo em anel de y-tubulina



Os microtubulos irradiam a partir do centrossomo
de células animais

Na maioria das células animais existe um MTOC uUnico chamado centrossomo,
que é composto por uma matriz centrossomal fibrosa que contém mais de 50
copias de y-TuRC;

Centriolos encontram-se inseridos no centrossomo e se tornarao 0S corpos
basais de cilios e flagelos em células moveis;

Um centriolo consiste em um pequeno cilindro de microtubulos modificados,
acrescido de uma grande quantidade de moléculas acessorias;

Em fungos e diatomdceas, os microtubulos sao nucleados em um MTOC inserido
no envelope nuclear;

Células vegetais superiores parecem nuclear microtubulos a partir de regides
distribuidas por todo a superficie externa do envelope nuclear;

Fungos e a maioria dos vegetais nao possuem centriolos;



Regides de nucleagao
(complexos em anel de y-tubulina)

Matrizdo
_~ centrossomo
0
9 0
Par de
centriolos
® (@)
+ Microtibulos crescendo
a partir do complexc em anel Figura 16-30 O centrossomo.
(A) (B) de y-tubulina do centrossomo

Matriz do
centrossomo

Figura 16-31 Um centriolo no
centrossomo. (A) Microfotografia
eletrénica de uma fina sec¢do de um
centrossomo mostrando a extremi-
dade terminal de um centriolo-mae
e uma seccao longitudinal de um
centriolo-filho. Diversos microtibulos
" Centriolos  podem ser observados a proximida-
de. (B) Estrutura de um par de cen-
triolos. (A, de G. J. Mack, Y.Ou e J. B.
Rattner, Microsc. Res. Tech. 49:409-419,
2000. Com permissao de John Wiley &
Sons. B, adaptada de D. Chrétien et al.,
(I J. Struct. Biol. 120:117-133, 1997. Com
200 nm permissao de Elsevier.)
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Os microtubulos irradiam a partir do centrossomo
de células animais

* O sistema de microtubulos que irradia a partir do centrossomo atua como um
aparelho que controla os limites celulares e posiciona o centrossomo na regiao
central da célula;

 Essa capacidade estabelece um sistema coordenado que é utilizado para
posicionar diferentes organelas no interior da célula;

Centrossomo contendo
um par de centriolos

Figura 16-33 Um arranjo de micro-

+

tubulos pode encontrar o centro de \ +

uma célula. Apds a retirada, com o ESPERE / \\

auxilio de uma agulha, de uma parte _ | SQUNIHO HORAS vt

de uma célula pigmentar de peixe, os Cortesp G

microtubulos presentes no fragmento zgx o Fragmento | } Novo centro i-\

celular isolado reorganizam-se de tal aguha | celular _ Y organizador de —— L A"

modo que suas extremidades menos \ excisado ™ | /L) | microtibulos / l Fragmento

se dirigem para sua regido central, ANy \\F sem centriolos i+ +/ celular com
microtibulos

inserindo-se em um novo centro orga- - - reorganizados
nizador de microtibulos. Célula melanéfora



Os filamentos de actina frequentemente sao
nucleados na membrana plasmatica

Na maioria das células, a maior parte do filamentos de actina encontram-se na
periferia celular (cortex celular) e determinam o formato e o movimento da
superficie celular;

Filamentos de actina podem formar varios tipos de proje¢does na superficie
celular: feixes pontiagudos (microvilosidades e filopddios); projecoes planas em
véu (lamelipodios) que auxiliam os movimentos das células em substratos
solidos e projegoes fagociticas de macrofagos;

A nucleacdo de FA, em geral, € regulada por sinais externos e pode ser
catalisada por 2 tipos diferentes de fatores regulados, o complexo ARP (actin-
related proteins) e as forminas;

O complexo ARP (Arp 2/3) provoca a nucleagcdo a partir da extremidade (-),
permitindo a rdpida extensGo da extremidade (+) e também pode se ligar a
lateral de outro FA, dando origem a uma rede ramificada;



Os filamentos de actina frequentemente sao
nucleados na membrana plasmatica

Em animais, o complexo ARP esta associado a estruturas presentes na borda
anterior de células com capacidade de migracdo;




O mecanismo de nucleac¢ao afeta a organizacao em
larga escala de filamentos

A formacdo de filamentos retos e ndo-ramificados de

actina é induzida por forminas, tais filamentos podem ser = —
interligados por meio de outras proteinas para a formacao
de feixes paralelos; -

* Forminas sao proteinas diméricas capazes de nuclear a
polimerizacdao de um FA pela captura de 2 monémeros;

AAAAA
llllllll

O dimero de formina permanece associado a extremidade -
(+) enquanto o filamento cresce e permite a ligagdo de
novas subunidades a essa extremidade;

* O complexo ARP e y-TuRC permanecem ligados a extremidade (-) e impedem
tanto a adicdo quanto a perda de subunidades nessa extremidade;

Extremidade mais (+)

Extremidade menos (-)



Proteinas que se ligam as subunidades livres
alteram o crescimento de um filamento

Em células nao-musculares de vertebrados, aproximadamente 50% das
moléculas de actina estao sob a forma soluvel, pois proteinas especiais se ligam
a esses monomeros de actina, desfavorecendo a polimerizacao;

Monbmeros de actina ligados a proteina timosina estao em um estado de
bloqueio, ndao podendo associar-se a um filamento de actina;

A profilina liga-se a face do mondmero de actina que é oposta a fenda de
ligacao de ATP e, assim o complexo profilina-actina pode facilmente ser

adicionado a extremidade (+) livre e a profilina é retirada do complexo;
A atividade da profilina é regulada por fosforilacao e ligacao com fosfolipideos
de inositol presentes na face citosolica da MP que podem levar a polimerizacao

localizada de actina, que promovera a formacao de filopddios e lamelipddios;

A proteina estatmina liga-se a dois heterodimeros de tubulina e evita que
sejam adicionados as extremidades de microtubulos, além de a probabilidade de
gue um microtubulo em crescimento sofra encurtamento;



Proteinas de quebra regulam o comprimento e a
cinética do comportamento de filamentos de
actina e microtubulos

Em certas situacdes, uma célula podera quebrar um filamento longo
preexistente em diversos filamentos menores;

As extremidades recém-formadas nucleardo o crescimento de filamentos,
resultando em aceleracao da montagem de novas estruturas filamentosas;

Em outras condicdes, a quebra promovera a despolimerizacao de filamentos
antigos;

Catanina, uma proteina que hidrolisa ATP, promove a quebra das 13 ligacoes
longitudinais necessarias para liberar os microtubulos a partir do MTOC e
parece estar envolvida na rapida despolimerizacao dos microtubulos observada
nos polos do fuso durante a mitose e meiose;



Proteinas de quebra regulam o comprimento e a
cinética do comportamento de filamentos de
actina e microtubulos

* Proteinas da superfamilia gelsolina sao ativadas na presenca de altos niveis de
Ca?* citosdlico e sdo responsaveis pela quebra de filamentos de actina sem
necessidade de ATP;

* Gelsolina parece ligar a filamentos de actina e esperar que alteracdes na
temperatura provoqguem a formac¢ao de uma pequena abertura entre as
subunidades adjacentes de um protofilamento para introduzir seu subdominio
na abertura e provocar a quebra do filamento;
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Proteinas que se ligam lateralmente aos
filamentos podem tanto estabiliza-los quanto
desestabiliza-los

Proteinas de associagdo a microtubulos (MAPs) sdao proteinas que se ligam
lateralmente a microtubulos e podem prevenir a sua dissociacdao, assim como
pode mediar a ligacao de microtubulos a outros componentes celulares;

MAPs possuem um dominio de ligacdao a microtubulos e outro que se projeta a
partir de microtubulos, sendo que o tamanho deste ultimo determina a
distancia do empacotamento de microtubulos associados por MAPs;

MAP2 apresenta longos dominios projetados e forma feixes de microtubulos
estaveis com um amplo espacamento, enquanto a MAP tau apresenta dominios
de projecao curtos, formando feixes de microtubulos compactos;

A ligacao de tau aos filamentos pode regular o transporte de organelas
membranosas direcionada por motores moleculares;



Figura 16-41 Organiza¢ao dos feixes
de microtdbulos pelas MAPs. (A)
MAP2 liga-se a lateral do microtdbu-

lo por uma de suas extremidades e
estende um brago sob forma de uma
longa projecao, contendo um segundo
dominio de ligagao ao microtabule em
sua outra extremidade. (B} Tau liga-se
a lateral do microtdbulo usando tanto A (B}
sua extremidade N-terminal quanto
sua extremidade C-terminal, formando
uma pequena projecac em alga. (C)
Microfotografia eletrdnica mostrando
uma secgao transversal de um feixe

de microtdbulos em uma célula com
superexpressao de MAP2, O espacga-
mento regular dos microtdbulos (MTs)
neste feixe ¢ consequéncia do compri-
mento constante dos bragos da MAP2.
(D) Secgao transversal similar de um
feixe de microtubulos de uma célula
superexpressando tau. Neste caso, o es-
pagamento dos microtGbulos é menor
e eles encontram-se mais proximos do
que em (C), pois tau apresenta um bra-
¢o relativamente menor. {(C e D, cortesia ¥
de V. Chen et al, Nature 360:674-647, (&} 0)
1992, Com permissao de Macmillan

Publishers Ltd.)




Proteinas que se ligam lateralmente aos
filamentos podem tanto estabiliza-los quanto
desestabiliza-los

Proteina-cinases relacionadas a progressao do ciclo celular regulam a atividade
de MAPs;

A alteracao na atividade de MAPs regula as alteragcdes na dinamica de
microtubulos que ocorrem conforme a célula reorganiza seu citoesqueleto de
microtubulos para a formacao do fuso mitdtico;

Proteinas tau podem formar filamentos helicoidais em altas concentracdes que
originam os agregados (emaranhados neurofibrilares) encontrados no
citoplasma de neurdnios no cérebro de portadores de Alzheimer;

Filamentos de actina especificos sao, na maioria das células, estabilizados pela
ligacao com tropomiosina, o que evita a interacao destes filamentos com outras
proteinas;



Proteinas que se ligam lateralmente aos
filamentos podem tanto estabiliza-los quanto
desestabiliza-los

A proteina cofilina (fator de despolimerizacdao de actina) liga-se tanto a
subunidade de actina como a actina filamentosa, neste ultimo forcando uma
torcao que enfraguece o contato entre as subunidades, tornando o filamento
qguebradico e mais facilmente afetado por oscilacdes térmicas;

Cofilina faz com gque seja mais facil a dissociacao de uma subunidade de ADP-
actina da extremidade (-) do filamento, pois liga-se preferencialmente a
filamentos de actina contendo ADP;

Filamentos de actina podem ser protegidos da acao da cofilina por ligacao a
tropomiosina;



Proteinas que interagem com as extremidades
dos filamentos podem modificar drasticamente
sua dinamica

Proteinas de capeamento ligam-se a extremidade (+) de um filamento e
estabiliza-o;

A maior parte dos filamentos de actina em uma célula apresenta a extremidade
(+) capeada por proteinas com a CapZ;

Um filamento de actina por de ser capeado na extremidade (-) pela manutencao
da ligacdao ao complexo ARP, no entanto, em células tipicas, estima-se que a
maior parte das extremidades (-) de filamentos de actina tenha sido liberada do
complexo ARP e nao seja capeada;

Em células musculares, onde os filamentos de actina tém uma meia-vida
extremamente longa, apresentam-se capeados na extremidade (+) pela CapZ e
na extremidade (-) pela tropomodulina;



Diferentes tipos de proteinas alteram as
propriedades das extremidades

y-TURC pode promover a nucleacao de microtubulos e o capeamento de suas
extremidades (-);

Um complexo proteico especial promove o capeamento das extremidades de
microtubulos de cilios, local onde os microtubulos sao estaveis e uniformes em
comprimento;

Algumas proteinas que se ligam as extremidades de microtubulos podem
influenciar na frequéncia de catastrofes ou de resgates;

Fatores de catastrofes (membros da familia de proteinas relacionadas a
cinesina) ligam-se as extremidades dos microtubulos e separam os
protofilamentos;

A proteina XMAP215 estabiliza as extremidades livres de microtubulos e inibe
seu encurtamento, a fosforilacao dessa proteina na mitose inibe sua atividade,
aumentando a instabilidade dinamica dos microtubulos que é fundamental para
a construcao do fuso mitotico;



Diferentes tipos de proteinas alteram as
propriedades das extremidades

Em muitas células, as extremidades (-) dos microtubulos estao estabilizadas pela
associacao com o centrossomo;

Algumas proteinas de busca de extremidade mais (+TIPs), como os fatores de
catastrofe e a XMAP215 modulam o crescimento e o encurtamento da
extremidade (+) do microtubulo ao qual estdo ligadas, enquanto outras
controlam o posicionamento do microtubulo em crescimento no local do cortex
celular onde estao proteinas-alvo especificas;

Figura 16-44 Efeitos das proteinas MAP

que se ligam 3s extremidades de mi-

= s RESULTADO:
crotibulos. A transi¢ao entre os esta-

i =

Frequéncia de catastrofes
suprimida e/ou taxa de
crescimento aumentada

dos de crescimento e de encurtamento
de um microtubulo é controlada, nas
células, por proteinas especializadas.
Uma MAP como a XMAP215 estabiliza

a extremidade de um microtdbulo em jas ) ‘ @
crescimento por ligagdo preferencial a O P88
esta. De agao oposta sao os fatores de ; D00 ‘

catdstrofe, como a cinesina-13, membro |
da superfamilia das proteinas motoras Capade GTP na

cinesina (discutida mais tarde). extremidade mais {+)
do microtibulo

ESTABILIZACAD

RESULTADO:

DESESTABILIZACAO Microtdbulos
mais curtos e
. mais dindmicos
Frequéncia
de catastrofes

Fator de catastrofe Aumentada
{cinesina-13)



Filamentos intermediarios sao interligados sob a
forma de fortes arranjos em feixes

* Varios filamentos intermediarios agregam por auto-associacao (ex. NF-M e NF-
H), enquanto outros sao mantidos unidos por meio de proteinas acessorias;

* A proteina filagrina forma feixes de filamentos de queratina epidérmicas que

irdo conferir a resisténcia das camadas mais externas da pele;

* A proteina plectina promove a formacao de feixes de filamentos intermediarios
e interliga estes a microtubulos, filamentos de actina e a miosina Il, além de
auxiliar a ligacao de filamentos intermediarios a estruturas de adesao na MP;

Figura 16-46 Interligacao de diversos
elementos do citoesqueleto pela plec-
tina. A plectina (em verde) faz ligagées
dos filamentos intermediarios (em azul)
com microtibulos (em vermelho) e com
grossos filamentos de miosina. Nesta
microfotografia eletronica, os pontos
(em amarelo) sao particulas de ouro
ligadas a anticorpos antiplectina. Toda
a rede de filamentos de actina foi remo-
vida para a revelagdo destas proteinas.
(DeT. M. Svitkina e G. G. Borisy, J. Cell
Biol. 135:991-1007,1996. Com permissao
de The Rockefeller University Press.)




Proteinas de ligacao cruzada com diferentes
propriedades organizam os diversos arranjos de
filamentos de actina

Os filamentos de actina em células animais estao organizados em feixes e redes
ou teias;

Proteinas de feixes e proteinas formadoras de redes auxiliam a estabilizar e
manter filamentos de actina em arranjos paralelos e em estruturas em angulos
abertos criando tramas frouxas;

Cada tipo de proteina de feixe determina que outras proteinas podem interagir
com filamentos de actina;

A miosina Il, proteina permite a contracao em fibras de estresse e em outros
arranjos contrateis, ndao tem acesos a filamentos de actina firmemente
empacotados pela proteina fimbrina;

O empacotamento frouxo mediado pela proteina a-actinina permite a entrada
de miosina, fazendo com que fibras de estresse possam ser contrateis;



Proteinas de ligacao cruzada com diferentes
propriedades organizam os diversos arranjos de
filamentos de actina

Espectrina (tetramero)
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Miosina Il n3o tem
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50 nm

Filamentos de actina
e w-actinina

Filamentos de actina
e fimbrina

50 nm

Feixe contratil Feixe paralelo

0O empacotamento frouxo permite a O empacotamento compacto impede a
(A) participagao da miosina Il no feixe. participagao da miosina Il no feixe.



Proteinas de ligacao cruzada com diferentes
propriedades organizam os diversos arranjos de
filamentos de actina

A proteina vilina (junto com a fimbrina) auxilia a interligacdo de 20 — 30
filamentos de actina fortemente empacotados encontrados nas
microvilosidades;

* O centro do filamento de actina de microvilosidades esta ligado a membrana
plasmatica por seus bracos laterais de calmodulina e miosina I, que possui sitios
de ligacao a lipideos da MP;




A filamina e a espectrina formam redes de
filamentos de actina

A proteina filamina, que possui dominios de ligacao a actina unidos por uma
ligacao longa e flexivel, promove a formacao redes tridimensionais de actina,
nas quais dois filamentos estao unidos em angulos praticamente retos;

Géis de actina formados pela filamina sao necessarios para formacao de
projecoes finas planas chamadas de lamelipddios, que auxiliam no movimento
sobre superficies solidas;

A filamina esta ausente em alguns tipos de melanomas malignos;
A proteina espectrina, em células vermelhas do sangue, encontra-se

exatamente abaixo da MP, onde forma uma rede bidimensional unida por
curtos filamentos de actina, esta rede promove o suporte mecanico para a MP;
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Elementos do citoesqueleto estabelecem diversas
conexdes a membranas

« As conexdes do citoesqueleto cortical de actina a MP ainda nao estao
totalmente compreendidas;

« A familia de proteinas ERM (ezrina, radixina e moesina) contém membros
necessarios a manutencao da polaridade celular e estao envolvidos em
processos de endocitose e exocitose;

 As propriedades do cortex s3ao sensiveis a uma ampla variedade de sinais
recebidos pelas células;

Figura 16-53 Papel das proteinas da Proteina transmembrana,
familia ERM na conexao dos filamen- como a CD34

tos de actina a membrana plasma- Membrana plasmatica
tica. O desdobramento regulado de :
uma proteina da familia ERM devido

a fosforilagdo ou a ligagdo com PIP,
expoe dois sitios de ligagdo, um para o

CITOSOL
Dominio de ligagao

: : b
filamento de actina e o outro para uma - ‘ [c)om ? Tnet::‘l. o
s . = > > y— vominio Ice o
protetna transme‘rr\brana. A atlvage?o de FOSFORILACAO OU INTERLIGACAO - R
proteinas da familia ERM pode, assim, LIGAGAO AO PIP, MEDIADA PORERM O ominio ealg;ci:::
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RS ERM em
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Motores moleculares

Utilizam a energia derivada de ciclos repetidos de hidrélise de ATP para se

deslocarem ao longo de um filamento polarizado;
Regido cabeca ou dominio motor — hidrolisa ATP;

Cauda da proteina motora — identidade da carga;

Grupos de proteinas motoras: Miosinas, dineinas e cinesinas;
Existem pelo menos 37 familias de miosinas em eucariotos;

Miosina utiliza a energia da hidrolise do ATP para se locomover ruma

extremidade mais (excecao: miosina Vl);

N-terminal
Supertorgao de duas hélices a Cadeias leves .

C-terminal Pescogo ou regiao de dobradica i
(A) ; 150 nm '

Figura 16-54 Miosina ll.
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Motores moleculares

A miosina V esta envolvida no transporte de vesiculas e organelas;

* A miosina Il esta sempre associada a atividade contratil, inclusive esta envolvida
na formacao do anel contratil na citocinese e participa do processo de migracao
celular;

* A miosina | esta envolvida na construcao de protrusdes ricas em actina, como as
microvilosidades e no transporte de endossomos e outras organelas
membranosas;

Tipode Estrutura
miosina geral

|

Il
i
v
Vi
Vil
Vil

Dominio motor

}

Xl
XV

vg;ngf%vrg

1.000 aminoacidos



'CONECTADA No comego do ciclo apresentade nesta figura,
uma cabega de miosina sem ligagao ao nuclectideo estd
firmemente presa a um filamento de actina em uma configuragao
de rigor (assim denominada por ser responsavel pelo rigor mortis,
a rigidez cadavérical. Em um musculo em contragac ativa, este
estado é de duragao extremamente curta, sendo rapidamente
terminade pela ligagde de uma molécula de ATP.

'LIBERADA Uma molécula de ATP se liga 2 uma grande fenda
existente na “parte posterior” da cabega (ou seja, no lado mais
distante do filamento de acting) e imediatamente provoca uma
leve modificagao na conformagao dos dominios que formam o
sitio de igacao a actina. lsso reduz a afinidade da cabeca pela
actina e permite seu deslizamento sobre o filamente. (O espago
representado no desenho entre a cabega e a acting enfatiza esta
mudanga, embora sefa provével que, na realidade, a cabega
permaneca muito mais proxima a actina.)

. Afenda se fecha, como as valvas de uma cencha,
sobre a molécula de ATP, desencadeando uma grande mudanga de
conformagao que, por sua vez, faz com que a cabega se desloque
sobre o filamento por uma distancia de aproximadamente 5 nm.
Ocorre hidrélise de ATP, mas o ADP e o fosfate inorganico (P)
produzides permanecem firmemente ligados a proteina.

@ GERADORA DEFORGA Uma ligago fraca da cabega de miosina
aum nove sitio do filamento de actina provoca a liberagao do

fosfato inorganico produzide pela hidrélise de ATP, concomitante
a forte ligagao da cabega com a actina. Essa ligagao desencadeiac
movimento de poténcia - a medificagso conformacional geradora
de forga durante a qual a cabega retorna & sua conformagao
original. Durante 0 movimento de poténcia, a cabega perde seu
ADP, retornando, portanto, ao ponto de inicio para um novo cicle.

i M . 'CONECTADA Ao final de um cidlo, 2 cabega de miosina estd
» "'ta . - TN —~ ’- - mais uma vez firmemente presa em uma configuragao de rigor.
‘ ‘ ATw P ‘ - Observe que 2 cabega se deslocou para uma nova posigéo sobre
) * ! \J o filamento de actina,
Extremidade
menos X Bxtremidade

mais {+)




Proteinas motoras de microtubulos: Cinesinas e

[ ] V 4
dineinas
Cinesinas — estrutura similar a miosina ll; N o Cemmome
}""’-—-"—":gc N!=!C
NCinesina-1 \ ‘
Existem pelo menos 14 familias distintas; S o
N | ——
c&” ; ‘
Cinesina-3 !
[ J ~ \ [ J ‘
Locomove-se em direcdao a extremidade N: g | C
mais, com exce¢ao de uma familia; { v
>?ﬁ‘c b
=3 N N C
Transporta organelas membranosas para do Ldbe o
corpo celular de um neurénio para o terminal ) o
N JC N_c
axonal; %

Cinesina-14 500 aminodcidos

Cinesina-5 pode sofrer autoassociacao por seu
dominio da cauda, formando um motor
bipolar que desliza em microtubulos com
orientacdes opostas, um sobre o outro;



Superficie do microtibulo I
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Proteinas motoras de microtubulos: Cinesinas e
dineinas

Dineinas locomovem-se em direcao a extremidade menos e ndo sao
relacionadas as cinesinas;

Sao divididas em 2 ramos principais:
Dineinas citoplasmaticas — importante para o transporte vesicular e
posicionamento do aparelho de Golgi;
Dineinas do axonema — especializadas no movimento de deslizamento de
microtubulos que direciona o batimento de cilios e flagelos;

Dineinas sao os maiores e mais rapidos motores moleculares;

O ciclo mecanoquimico da dineina é mais semelhante ao da miosina;



Proteinas motoras de microtubulos: Cinesinas e
dineinas

Dineinas citoplasmaticas precisam se associar a um segundo complexo proteico
(dinactina) para realizar a translocacao de organelas;

As membranas do aparelho de Golgi estao recobertas pelas proteinas ancrina e
espectrina, que podem se associar ao filamento Arpl no complexo dinactina;

Em algumas situacdes dineinas citoplasmaticas interagem diretamente com suas
cargas;

O citoesqueleto e proteinas motoras transportam e posicionam moléculas de
MRNA préximos a sinapses de neuronios;

transportada

4 ncrina



Proteinas motoras de microtubulos: Cinesinas e
dineinas

Figura 16-104 Organiza¢ao de
microtubulos em fibroblastos e
neurdnios. (A) Em um fibroblasto, os
microttibulos emanam do centrossomo,
localizado no centro da célula. Vesiculas
ligadas a cinesinas que se direcionam
para a extremidade mais (+) se movem
rumo a periferia, e vesiculas ligadas a
dineina, a qual se direciona para a ex-
tremidade menos (-), movem-se para

o centro da célula. (B) Em um neurénio,
a organizagao dos microtubulos é mais
complexa. No axénio, todos os micro-
tabulos compartilham a mesma pola-
ridade, tendo as extremidades mais (+)
apontando em dire¢do a extremidade (A)  FIBROBLASTO () NEURONIO
terminal do axénio. Nenhum microtu-

bulo individual abrange o comprimento

Corpo celular
do neurdnio

@ Vesicula com dineina ligada
@ Vesicula com cinesina ligada
=== Microtibulo



Cilios e flagelos

Cilios e flagelos sao apéndices celulares
semelhantes a pelos que possuem um
feixe de microtubulos no seu interior;

Flagelos sao encontrados em
espermatozodides e em varios
protozoarios. Por um movimento

ondulatério permite que a célula que os
possui nade em mios liquidos;

Cilios tendem a ser mais curtos que
flagelos e estao organizados de modo
similar a eles, no entanto batem como
chicote (Paramecium, trato respiratério,
oviduto);

O movimento de cilios e flagelos é

produzido pela flexdo de sua parte

central, o axonema;

Projecao Edema
Cineina

Projecio Radial

Bairha Imt=ma .

Far Central de
Mizrotibulos

Mexina

Membrana Plasmatica ™~

Projecio interna
Cineina

tubuio & tubule B :

Par de microtabulos Extarncs

cilio_flagelo.swf

flagelum-1.swf
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(A) EM PARES ISOLADOS DE (B) EM FLAGELOS NORMAIS:
MICROTUBULOS: A DINEINA A DINEINA PROVOCA
PROVOCA O DESLIZAMENTO A FLEXAO DOS
DOS MICROTUBULOS MICROTUBULOS
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Polo do fuso Cromossomo
duplicado Cinetocoro
Centrossomo (cromatides-irmas)
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Microtibulos astrais  Microtdbulos do cinetocoro  Microtibulos interpolares
(A)



Cértex de actina Lamelipédio Substrato

A polimerizagao de actina
Cértex sob tensio na extremidade mais (+)
1 leva & formagao de uma

protrusao tipo lamelipédio.
s PROTRUSAO

Movimento de actina nao-polimerizada

Miosina Il LIGACAO E
Contragao TRACAO

Contatos focais
(contém integrinas)
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