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Organizacao Geral do
Citoesqueleto

AULA

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:

® Reconhecer a existéncia de um sistema de suporte e
motilidade para as células;

e Listar e definir os principais tipos de movimentos
celulares;

e Caracterizar os tipos de filamento que compdem o
citoesqueleto.

objetivos
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INTRODUCAO

8 CEDERJ

J& conhecemos varios dos aspectos gerais da organizacdo e do funcionamento
das células. Nas aulas anteriores também usamos diversos tipos celulares para
exemplificar os fendmenos que estavam sendo estudados. Assim, acreditamos
gue vocé seja capaz de identificar os tipos celulares reproduzidos a sequir (Figuras

21.1 a 21.3) e fazer algum comentario sobre as funcdes deles. Vamos 14!

Oba, video!

O podlo dispde de um 6timo material em video sobre o citoesqueleto. Vocé
pode utilizd-lo tanto durante quanto apds a leitura do material impresso. O
video Cellebration ilustra vérios tipos de movimentos celulares. No CD-ROM do
Molecular Cell Biology e do Molecular Biology of the Cell ha animagdes e videos
sobre a dinamica de formacao de microfilamentos e microtibulos e movimentos
celulares. Duvidas? Consulte o seu tutor.

®
Figura 21.1

Figura 21.2 Figura 21.3

Acreditamos que ndo houve qualquer dificuldade em identificar
corretamente as células. Também podemos apostar que o critério usado
na identifica¢do foi a forma dessas células. A propdsito, as células s3o:
21.1,21.2,21.3.

O que serd que mantém a forma desses tipos celulares? Se vocé
respondeu “a membrana”, pare um pouquinho e pense: sera que uma
bicamada lipidica fluida seria capaz de sustentar a forma de uma célula?
E as organelas internas, ndo tenderiam a se depositar no “fundo” da

célula? Observe a Figura 21.4.



Figura 21.4: Uma célula pequena e com uma parede
semi-rigida (a) sustenta-se sem alterar substancial-
mente sua forma. Esse é o modelo de sustentacdo de
bactérias e outros procariotos. A célula em (b) tende
a se acomodar ao substrato e tomar a forma de (c).
e Porém, se houver um sistema interno de sustentagao,

a forma é mantida, mesmo com um tamanho relati-

vamente grande (d).

Tamanho é documento?

Se pensarmos em termos evolutivos, forma e tamanho sé passaram a
constituir “problemas” para os eucariontes. Os procariontes, isto &, as
bactérias, sdo células pequenas e ndo compartimentalizadas. A forma da
célula é mantida pela parede celular bacteriana (Figura 21.4a). Também
devido a seu tamanho, a distancia entre dois pontos da célula procarionte
nunca é muito grande, de modo que as moléculas requeridas para uma
determinada fun¢do sempre estardo acessiveis.

Bem, podemos entio concluir que o modelo de célula eucarionte
atual requer um sistema que confira sustentacdo e forma. Esse sistema é
formado por filamentos protéicos e se chama citoesqueleto.

O citoesqueleto ndo apenas confere a forma caracteristica as células, mas

também € responsdvel por todos os seus movimentos. Veja a seguir.

J NN N3 EESPERTA

Do que vocé pode se lembrar quando falamos de movimentos celulares? Execute
alguns movimentos (espreguice-se, bata palmas, va tomar um copo d’'agua, dé
uma piscada, etc.), e procure fazer uma lista com movimentos que as células
executam. Sé va ao final da aula para ver o resultado depois de tentar.

Forma, sustentacao, movimento

Além de manter a forma das células, o citoesqueleto é responsavel
pela capacidade das células se deslocarem no meio em que vivem, seja
através da emissio de proje¢des, como as amebas e as células do tecido
conjuntivo, seja por cilios e flagelos, como vérios protozodrios ou os
espermatozdides. Mesmo as células que permanecem fixas, como os
neurdnios, estio constantemente emitindo finas proje¢oes de membrana
em sua superficie para fazer ou desfazer contatos com as células vizinhas.
O citoesqueleto determina a distribui¢ao das estruturas intracelulares e
impede que as células desabem sob seu proprio peso (Figura 21.4c¢). As
células musculares sdo especializadas em contrair-se num determinado
sentido e mesmo nas células que nos parecem “imdveis” hda um intenso

trafego citoplasmatico de organelas e vesiculas.

CEDERJ 9
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Os componentes do citoesqueleto

Trés tipos de filamento compdem o citoesqueleto das células
eucariontes:

¢ microfilamentos;

e microtubulos;

o filamentos intermediarios.

A Figura 21.5 resume as principais caracteristicas de cada um
deles.

Os microfilamentos sdo formados pela proteina actina, e os
microtabulos, pela proteina tubulina. Ambas se mantiveram bastante
conservadas ao longo da evolugdo dos eucariontes. Jd os filamentos
intermediarios sdo proteinas fibrosas de natureza diversa, de acordo

com o tipo celular.

Microfilamentos sdo os mais finos (5-9nm

de didmetro). Sao flexiveis e formam feixes
paralelos ou redes na parte mais periférica
da célula, embora se distribuam por todo o

citoplasma.
25pm
s AW A o . ., ~ . . s .
;_?;'%ﬁé;-f,}}' : Microtubulos sdo muito mais rigidos que
g: e S os microfilamentos. Partem sempre de

uma regido definida do citoplasma: o
centrossomo ou centro organizador de
microtibulos (COMt). As subunidades de
tubulina formam cilindros ocos de 25nm de
diametro externo.

TT N~ —

=

| I |
25nm 25um

Filamentos intermediarios sdo formados
por proteinas fibrosas e medem cerca de
10nm de espessura. Sao os mais estaveis e
conferem a célula resisténcia mecanica. Sao
formados por varias proteinas diferentes,
de acordo com o tipo celular.

| I
25nm 25pm
Figura 21.5: Cada tipo de filamento é mostrado tal como é visto por contrastacdo negativa ao microscépio

eletrénico de transmissdo, num esquema que mostra a disposicdo das proteinas que os formam e sua
distribuicdo em uma célula epitelial do intestino.

10 CEDERJ



Por que trés tipos de filamento?

Microfilamentos, microttibulos e filamentos intermediarios possuem
cada um caracteristicas proprias de resisténcia a tensoes, flexibilidade e
estabilidade. Todos os filamentos do citoesqueleto sao formados através da
polimerizacio (vide glossario) de proteinas. Todos podem polimerizar-se
e despolimerizar-se rapidamente; entretanto, os filamentos intermedidrios
podem suportar niveis de tensdo e deformacdo que causariam a ruptura

de microfilamentos e microtibulos (Figura 21.6).

Figura 21.6: O grafico analisa a capacidade de

suportar deformacao dos filamentos do citoesqueleto

flamentos em fun¢do de uma forca aplicada ao filamento. Os

intermedirios filamentos que melhor combinam forga e flexibilidade

microtibulos sdo os filamentos intermediarios. Os microtubulos se

deformam sob pequenas forgas, mas logo se partem

e os microfilamentos suportam melhor a forga sobre
eles, mas pouco se deformam.

deformacio

;\‘/: microfilamentos
n~

for¢a de deformacdo

Os microtibulos determinam a forma geral da célula e a disposi¢ao
de suas organelas. A posi¢io relativa do nicleo, do complexo de Golgi,
das mitocdndrias e ainda outras estruturas citoplasmdticas depende
da disposicao dos microtibulos (Figura 21.7). Todos os microtibulos
partem de uma regido definida, o centro organizador de microtibulos

(COMt), ou centrossomo.

Figura 21.7: O formato geral da célula resulta da
distribuicdo dos microtibulos (linhas pontilhadas).
Estes partem de uma regido especifica junto ao
nucdeo (N), o centrossomo (). Sua disposicdo
determina a posi¢do do complexo de Golgi (G) e do
reticulo endoplasmatico (linhas espessas).

CEDERJ 11
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A disposi¢do dos filamentos intermedidrios também acompanha
a dos microtibulos. Os microfilamentos se distribuem por todo o
citoplasma, mas principalmente nas regides periféricas, o chamado cortex
celular. Projecdes finas da membrana, estdveis como as microvilosidades
das células do epitélio intestinal (Figura 21.5) ou dinidmicas como os
filopédios de uma ameba (Figura 21.8), dependem da formacao de feixes

de actina no seu interior.

Figura 21.8: O parasita
intestinal Entamoeba
histolytica adere as
superficies e se desloca
emitindo filopédios que
sdo preenchidos por
filamentos de actina.

Foto: Evander Batista

A combinagio destes trés tipos de filamento confere a cada tipo
de célula o balanco entre estabilidade e dindmica, além de resisténcia

mecanica, todos fatores necessarios a sua sobrevivéncia e atividade.

RESUMO

O citoesqueleto é um sistema de filamentos responsavel pela sustenta¢ao
da célula, conferindo-lhe a forma e determinando a disposicao interna das
organelas. Os movimentos celulares sao feitos através da reorganizacao dos
filamentos do citoesqueleto. Microfilamentos, microtibulos e filamentos
intermediarios sdo os trés tipos de filamento que compdem o citoesqueleto.
Todos sado polimeros de proteinas. Enquanto microtubulos e microfilamentos
sdo constituidos, respectivamente, pelas proteinas tubulina e actina, varias
proteinas diferentes podem constituir os filamentos intermediarios. Enquanto
microtubulos e microfilamentos estdo mais associados a movimentos celulares, os

filamentos intermediarios conferem maior resisténcia e sustentacdo as células.

12 CEDERJ



EXERCICIOS DE AUTO-AVALIACAO

AULA H MODULO 4

1. Por que as células eucariontes ndo podem prescindir de um citoesqueleto?

2. Por que os procariontes ndo precisam de um citoesqueleto? Que estrutura é

responsavel pela manutenc¢do da forma das bactérias?
3. Quais as funcdes do citoesqueleto?
4. Quais os componentes do citoesqueleto?
5. Caracterize cada um dos tipos de filamento do citoesqueleto quanto a:
a. Diametro
b. Proteina caracteristica
c. Estabilidade
d. Resisténcia

e. Localizagdo na célula

CEDERJ 13






AULA

Os Filamentos Intermediarios

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:

¢ Compreender a organizacao estrutural dos filamentos
intermediarios;

e Compreender a diversidade e as fungdes das
proteinas que formam os filamentos intermediarios.

objetivos
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INTRODUCAO

16 CEDERJ

Como ja vimos na aula 21, o sucesso do modelo eucarionte de célula se deve,
em grande parte, a existéncia do citoesqueleto, sistema dinamico de filamentos
protéicos que confere as células forma, motilidade, resisténcia e suporte das
estruturas intracelulares. Trés classes de filamentos formam o citoesqueleto:
os microfilamentos, os microtdbulos e os filamentos intermediarios, assunto
desta aula.

Os filamentos intermediarios conferem as células resisténcia mecanica ao
esticamento. Essa propriedade é importante para os tecidos de modo geral
e particularmente para agqueles que normalmente sao submetidos a tensao e

compressao, como as células musculares, cardiacas e a pele (Figura 22.1).

Figura 22.1: A forga
e aresisténcia de um
organismo complexo
dependem da forca e
resisténcia das células
que o compdem.

Dados histoéricos

Estes filamentos foram denominados “intermedidrios” por have-
rem sido descritos pela primeira vez em células musculares lisas, onde
seu diametro (~10nm) se situava entre o dos microfilamentos de actina
e o dos feixes espessos de miosina. Se, por um lado, a denominacao foi
incorreta, na medida em que os feixes de miosina nao sdo filamentos,
por uma feliz coincidéncia, quando comparados com os microfilamentos
e os microtubulos (os dois outros tipos de filamento do citoesqueleto),
eles também apresentam uma espessura intermedidria, o que torna a

designacdo correta.



Caracterizacao

Quando comparados aos demais elementos do citoesqueleto
(microtibulos e microfilamentos), sio os mais resistentes e durdveis: em
células submetidas a tratamento com detergentes nio ionicos e solugdes
concentradas de sais, o citoesqueleto é praticamente todo destruido,
com exce¢do dos filamentos intermedidrios. Nas células de nossa pele,
que naturalmente se descamam, também sé existem praticamente os
filamentos intermedidrios.

Os filamentos intermedidrios sio encontrados no citoplasma
de quase todas as células eucariontes, embora haja exce¢des, como as
hemacias. Tipicamente formam uma rede no citoplasma, envolvendo o
nucleo e se distribuindo para a periferia. Freqiientemente se ancoram a
membrana plasmadtica em dreas de junc¢do célula-célula (desmossomas)
ou célula-limina basal (hemidesmossomas). H4 também um tipo de
filamento intermedidrio que se distribui na face interna do envoltorio

nuclear, formando a ldmina nuclear.

Estrutura

Ja comentamos na aula 21 que, diferentemente dos microfilamentos
e microtubulos, os filamentos intermedidrios sio formados por proteinas
fibrilares. Estas formam dimeros em que as duas extremidades NH, das
moléculas participantes se alinham na mesma dire¢do. Esses dimeros ddo
origem a tetrimeros “ponta-cabega”, isto ¢, as extremidades NH, de um
dimero se alinham com as extremidades COOH do outro. Os tetrimeros
assim formados se “encaixam” com outros tetrameros, formando longos
filamentos helicoidais que se justapdem e se retorcem, formando
corddes muito resistentes (Figura 22.2). Os filamentos assim formados,
ao contrdrio de microtibulos e microfilamentos, ndo sio polarizados,
isto é, suas extremidades sdo equivalentes. Essa organiza¢io torna os
filamentos intermedidrios comparaveis aos corddes dos sapatos: ao
mesmo tempo que podem ser dobrados ou enrolados com facilidade, sio
muito resistentes e dificeis de arrebentar quando puxados. A espessura
de um filamento intermedidrio corresponde a oito tetrameros, isto é, 32

unidades da proteina inicial.

CEDERJ 17
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NH COOH

e ——— T
L _— |

regido em a-hélice

NH, dimero trangado COOH
[} A i -]
COOH NH, NH,  oom
filamento intermediario
observado ao microscopio eletrénico COOH NH. tetrdmero formado "2 COOH

2
pela justaposi¢do dos dimetos

F
s ]
=

resultado da adicdo tetrameros
para formacdo do filamento

Figura 22.2: Os filamentos intermediarios sdo formados pela adicdo de tetrdmeros — grupos de 4 moléculas
fibrilares — que se organizam de modo que as extremidades do filamento sdo idénticas.

Dinamica

Comparados a microtiibulos e microfilamentos, sabe-se relativa-
mente pouco sobre a dindmica de polimerizacao/despolimerizacdo desses
filamentos. Entretanto, embora eles sejam responsaveis pela estabilida-
de mecanica das células, sdo claramente estruturas dinidmicas, que se
reorganizam constantemente, aumentando ou diminuindo seu compri-
mento e mudando sua localizacdo na célula. Acredita-se que a adi¢do de
um grupo fosfato a extremidade amino (NH,) da proteina formadora de

um filamento promova a desassociacio desta do filamento.

18 CEDERJ



Diversidade

Diferentemente dos microtibulos e dos microfilamentos, formados
pelas proteinas tubulina e actina respectivamente, cada tipo celular possui
filamentos intermedidrios especificos. Dentre os tipos de proteinas que
formam os filamentos intermediarios, as queratinas formam o maior
grupo. Mais de 20 tipos de queratina ja foram identificadas em células
epiteliais humanas e outros 10 tipos em cabelos e unhas. Cada tipo de

epitélio possui determinados tipos de queratina.

grande estabilidade a essa proteina.

de alergia.

Filamentos intermediarios sao, praticamente, o que resta de nés apés a morte

Além de dentes e ossos, as sepulturas antigas contém, em geral, restos de
pele, cabelos e unhas dos falecidos. Nessas estruturas, a queratina é esta-
bilizada por pontes de dissulfeto entre os filamentos, o que confere uma

O ditado “do poé vieste, ao po retornaras” é bem mais do que filosofia.
Grande parte da poeira que se acumula nas nossas casas é formada por
células mortas que se descamam naturalmente de nossa pele. Dessas células
ja mortas, resta apenas uma rede de queratina que serve de alimento para
acaros microscopicos que coabitam conosco e sdo causadores de varios tipos

As queratinas sdo especialmente abundantes nas células epiteliais
de locais sujeitos a estresse mecanico (no focinho dos bovinos e suinos,
no nosso calcanhar etc.). Nos desmossomas e hemidesmossomas dos
epitélios, os filamentos intracelulares de ancoragem sao de queratina,
ou seja, o “cabeamento” para a transducdo da tensdo aplicada ao teci-
do é feito por estes filamentos (desmossomas e hemidesmossomas sdo
estruturas que se formam entre duas células (os primeiros) ou entre uma
célula e o tecido conjuntivo (os segundos), para aumentar a adesdo entre

elas. Vocé estudard mais sobre eles em Biologia Celular II).

ndo seriam eficazes para aquele tipo de cancer.

Os filamentos intermediarios podem ajudar no tratamento do cancer

A célula cancerosa perde muitas das caracteristicas da célula normal da
qual se originou; entretanto, os filamentos intermediarios caracteristicos de
determinado tipo celular permanecem presentes mesmo quando este se torna
canceroso. Ao identificar os tipos de filamento intermediario das células de
um tumor, o médico pode saber em que tipo celular ele se originou e com isso
escolher o melhor tratamento, evitando usar drogas ou outras terapias que

CEDERJ 19
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Individuos que possuem um gene para queratina mutado produzem
filamentos incapazes de suportar as tensdes que, ao se romperem, levam

a formacdo de bolhas. Essa anomalia, bastante grave, é conhecida como

epidermolisis bullosa (Figura 22.3).

pressao

lamina
basal

queratina defeituosa

hemidesmossomas

Figura 22.3: Na anomalia genética conhecida como epidermolisis bullosa, os filamentos de
gueratina sdo muito frageis, rompendo-se. O acimulo de fluido extracelular sob a pele forma
bolhas, ja que a pressao exercida pelo fluido ndo é suportada pela adesdo da pele ao tecido

subcutaneo.

Mutagdes em outros tipos de queratina podem provocar doengas
relacionadas ao epitélio da boca, do eso6fago e da cdornea, todas provo-

cando o aparecimento de bolhas.

20 CEDERJ



Neurofilamentos

Enquanto os filamentos de queratina sdo caracteristicos de células
epiteliais, os neurofilamentos sio tipicamente encontrados nos neurénios

(Figura 22.4).

Os neurofilamentos se distribuem ao longo dos axoénios,
contribuindo tanto para a sustenta¢do destes quanto para o transporte
axonal. Alguns neurofilamentos atingem grande comprimento e sua
estrutura difere da de outros filamentos intermedidrios pela presenca de
<« » A b

espagadores” que mantém os neurofilamentos paralelamente dispostos

ao longo do axénio (Figura 22.5).

microtubulos

neurofilamentos

Ja foram identificadas trés proteinas formadoras de neuro-
filamentos — uma de baixo peso molecular (NF-L), outra de peso
molecular médio (NF-M) e a terceira de alto peso molecular (NF-
H). Durante o crescimento da fibra nervosa, novas subunidades sio
adicionadas a ambas as extremidades dos neurofilamentos ja existentes,
aumentando seu comprimento. Quando o axdnio termina seu crescimento
e se conecta a uma CELULA EFETORA, seu didmetro ainda pode aumentar
cerca de cinco vezes, aumentando a velocidade com que os estimulos
elétricos serdo transmitidos. Por outro lado, a proliferacio excessiva de
neurofilamentos pode prejudicar o fluxo dos neurotransmissores, levando

a doengas neuroldgicas (veja Box).

Figura 22.4: O axénio
é um prolongamento
do corpo celular do
neurénio através do
qual sdo transportadas
as vesiculas contendo os
neurotransmissores.
Alguns podem chegar
a medir 1m ou mais,
dependendo do tamanho
do animal.

Figura 22.5: Os neuro-
filamentos (a) possuem
“pontes” que os mantém
equidistantes ao longo de
sua extensdo. Outros fila-
mentos interme-diarios (b)
ndo possuem esses espaca-
dores. (¢) Num corte trans-
versal de um axoénio vé-se
um grande numero de neu-
rofilamentos regularmente
espacados e uns poucos
microtubulos dispersos.

CELULA EFETORA

E aquela que
efetivamente responde a
um estimulo. No caso de
uma glandula, a resposta
é a secrecao de uma
substincia; no caso do
miisculo, a contragio.
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Os tecidos que possuem
CELULAS DE ORIGEM
MESENQUIMAL sao as
cartilagens, os tecidos
conjuntivo e 6sseo, o
sangue e o endotélio,
epitélio que reveste os
vasos sanguineos.
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Em exagero, tudo faz mal

Na doenca degenerativa conhecida como esclerose amiotréfica lateral ou
doenca de Lou Gehrig (um esportista norte-americano vitimado por ela),
ocorre acimulo de neurofilamentos no interior do axénio, o que dificulta e
termina por impedir o transporte de neurotransmissores para a extremidade
do axdnio onde eles sdo utilizados.

Proteina acidica glial, periferina, vimentina e desmina

Em outras células do sistema nervoso que nio os neurdnios,
os filamentos intermedidrios sio formados pela proteina acidica glial
(GFAP). Essas células, coletivamente chamadas glia, compreendem os
astrocitos, as células de Schwan e outros tipos celulares responsaveis pela
imunidade, nutri¢do e prote¢io mecanica dos neuronios.

Nos neuronios do sistema nervoso periférico, foi identificado mais
um tipo de filamento intermediario, formado pela proteina periferina,
sobre o qual pouco se sabe.

A proteina acidica glial e a periferina fazem parte de um grupo de
proteinas formadoras de filamentos intermedidrios que também inclui a
vimentina e a desmina. A vimentina é caracteristica de CELULAS DE ORIGEM
MESENQUIMAL . Esse tipo de filamento intermediario é encontrado na maior
diversidade de tipos celulares. Sua distribui¢do geralmente acompanha a
dos microttubulos. Ja foi inclusive identificada uma proteina, a plectina,
que forma pontes entre os filamentos de vimentina e os microtubulos.
Os filamentos de vimentina ajudam a sustentar a membrana plasmatica e
a definir a posi¢ao do nucleo e outras organelas. Alguns tipos de epitélio
podem ter simultaneamente vimentina e queratina.

J4 a desmina é encontrada em células musculares (esqueléticas,
lisas e cardiacas). No misculo esquelético seu papel é contribuir para

estabilizar as unidades contrateis, os sarcOmeros.

Midcitos unidos jamais serao vencidos!

A importancia dos filamentos intermediarios para a integridade dos tecidos pode
ser bem compreendida se analisarmos a estrutura e o funcionamento do musculo
cardiaco. Formado por células uninucleadas que se contraem em sequéncia, esse
tecido deve exercer uma pressao eficiente sobre o sangue nas camaras cardiacas
para bombea-lo. E natural portanto, que existam entre as células cardiacas muitas
juncdes formadas por filamentos de desmina (Figura 22.6).




célula 1 célula 2
jungoes

As laminas nucleares

Nio, nio estd faltando um acento circunflexo em lamina nuclear.
Diferentemente dos filamentos intermedidrios exemplificados até aqui,
todos localizados no citoplasma das células e formando arranjos
tridimensionais, as laminas nucleares (pronuncia-se lamina) formam
uma malha na superficie interna do envoltério nuclear — a lamina
nuclear (Figura 22.7). Essa rede de filamentos intermedidrios refor¢a o
envoltorio nuclear e se despolimeriza a cada divisdo celular, refazendo-se

depois, assim como o proprio envoltério.

A organizagio e a desorganizac¢do da lamina nuclear sao contro-
ladas por proteinas quinases que fosforilam as laminas, enfraquecendo
as ligagdes entre elas e causando o colapso da ldmina nuclear. A posterior
defosforilacdo dessas proteinas — ao final da mitose — leva a recomposi¢ao
da lamina. Coincidéncia ou ndo, nas células que sofrem mitose fechada
(sem o desaparecimento do envoltério nuclear), ndo foi identificada a
presenca desses filamentos. Vocé vai saber mais sobre esse assunto em

Biologia Celular II.

envoltorio nuclear ldmina nuclear

Figura 22.6: Jun¢des que
reforcam a adesdo entre
as células musculares
cardiacas. Filamentos
intermediarios formados
por desmina participam
dessas estruturas.

AULA H MODULO 4

Figura 22.7: Os filamentos for-
mados por laminas se dispéem
como uma rede entre a face
interna do envoltério nuclear e a
cromatina (a). Formam uma rede
bidimensional (b).
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Grupos e principais caracteristicas dos filamentos intermediarios.

Tabela 22.1
Tipo de filamento Proteinas componentes Localizacéo celular
Queratina Queratinas tipo | (acidas) Células epiteliais eeus
Queratinas tipo Il (basicas) derivados (cabelos, unhas,
pélos, cascos)
Neurofilamento NF-L (baixo peso molecular) neurdnios
NF-M (médio peso molecular)
NF-H (alto peso molecular)
Vimentina Vimentina Tecido conjuntivo,
cartilaginoso,
células do sangue
Desmina Musculo
Proteina acidica glial (GFAP) Células da glia
(astrocitos, células de
Schwan, microglia)
Periferina Alguns neurdénios
periféricos
Lamina Laminas A, Be C Revestimento interno
do envoltério nuclear
(lamina)
RESUMO

Os filamentos intermediarios sdo formados por proteinas fibrilares que se organizam

em tetrameros onde as duas extremidades sdo idénticas.

Os filamentos intermediarios ndo sdo polarizados, isto &, suas duas extremidades
sdo idénticas. Novos tetrameros podem ser acrescentados ou subtraidos de ambas

as extremidades.

Embora se comportem dinamicamente, os filamentos intermediarios séo mais estaveis

que microfilamentos e microtubulos.

Os filamentos intermediarios sdo mais resistentes a deformacao que microfilamentos

e microtubulos.
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As principais fun¢des dos filamentos intermediarios estdo ligadas a sustentacdo da
membrana plasmatica, do envoltério nuclear e ao posicionamento das organelas no

citoplasma.

Os filamentos intermediarios conferem aos tecidos muscular e epitelial resisténcia as

tensoes.

Os filamentos intermediarios podem ser agrupados em “familias” de acordo com a
tabela 22.1.

Os filamentos intermediadrios podem formar conexdes com os microtubulos,

acompanhando sua distribuicao celular.

EXERCICIOS DE AUTO-AVALIACAO

1. Diferencie uma proteina fibrilar de uma globular, fazendo um esquema da

cada tipo.

2. Que tipo de proteina forma os filamentos intermediarios: fibrilar ou

globular?

3. O que é um tetramero? Por que os tetrameros que formam os filamentos
intermediarios ndo sdo polarizados? Como as proteinas poderiam se organizar

para formar tetrameros polarizados?

4. Em que tipos celulares sdo encontrados filamentos de queratina? Que outras

estruturas sdo formadas por queratina?

5. Quais os tipos de filamentos intermediarios encontrados nas células do sistema

nervoso (neurdonios, células gliais e neurénios periféricos)?

6. Como os filamentos intermediarios podem ser Uteis no diagnédstico do

cancer?

7. De que tipos celulares sdo caracteristicos os filamentos de vimentina e desmina,

respectivamente?
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8. Qual a doenca associada ao aumento excessivo de neurofilamentos?

9. Por que as laminas nucleares devem se despolimerizar durante a divisdo mitética?

O que ocorre durante a divisdo nas células que ndo possuem laminas?

10. Com os conhecimentos adquiridos nesta aula, comente a frase: “do pé vieste

e ao po6 retornaras”.



Microtubulos

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:
e A organizacdo estrutural dos microttbulos;

e As fungdes desempenhadas pelos microtdbulos
numa célula;

¢ O conceito de instabilidade dinamica;
¢ O conceito de centro organizador de microtdbulos;

* A diversidade e as funcdes das principais drogas que
interagem com microttbulos;

o A diversidade e as funcdes das proteinas que se
associam aos microttibulos.
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INTRODUCAO

HomoroLivERO

polimero em que todas
as moléculas sio iguais.

HETEROPOLIMERO

polimero onde duas
(ou mais) moléculas
diferentes se alteram.

DimERO

duas moléculas que juntas
formam uma unidade
funcional; podem ser
iguais (homodimero) ou
diferentes (heterodimero).
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Vimos na aula 22 que os microtubulos sao filamentos longos e ocos, responsaveis
pela formacao de estruturas transitérias, como o fuso miético, ou permanentes,
como os flagelos. A forma geral e a disposicdo do nucleo e das organelas

celulares também sao determinadas pela distribuicao desses filamentos.

ORGANIZACAO GERAL DOS MICROTUBULOS

Como os microfilamentos, os microtibulos também se formam pela
polimerizagio de uma proteina globular. Porém, enquanto os microfilamentos
sao homoroLimEro de actina, os microttiibulos sio heteropoLimeros de duas

formas da proteina tubulina, a o e a B-tubulinas (Figura 23.1).

protofilamentos

25nm

tubulina

Figura 23.1: Esquema de um microtubulo em corte transversal (a) e em vista la-
teral (b). Cada esfera em A corresponde a uma molécula (dimero a—p) de tubulina.
Os protofilamentos sdo formados por cadeias lineares de tubulina.

Treze protofilamentos formam a circunferéncia dos microtibulos.
Cada protofilamento, por sua vez, é formado por Dimeros de o e B-
tubulinas alternadamente dispostos (Figura 23.2). A molécula de
B-tubulina possui um sitio ao qual se liga uma molécula de GTP
(Figura 23.2). Os dimeros de a e as B-tubulinas formam protofilamentos

que fecham o tubo em grupos de 13.

dimero de tubulina

o B
-
Figura 23.2: Os dimeros de tubulina se ligam sempre na mesma orientacdo: a
subunidade de um dimero se liga a subunidade do dimero seguinte. E essencial

gue uma molécula de GTP se ligue a subunidade para que os dimeros se associem,
formando o protofilamento.

Protofilamento em formagdo

GTP GTP

Esse tal de GTP

A sigla GTP corresponde a guanosina trifosfato, uma molécula que, assim como o
ATP (adenosina trifosfato), pode ser hidrolisada, gerando o guanosina difosfato,
ou GDP, e liberando energia para algumas atividades celulares, como a dinamica
de polimeriza¢do dos microtubulos. No entanto, a quantidade de energia liberada
é bem menor que a da hidroélise do ATP. Por isso a hidrélise de GTP é usada muito
mais freqiientemente como um sinal do que como fonte de energia. Geralmente,
a molécula associada a GTP esta ativa e a associada a GDP esta inativa (também
é assim com a proteina G, vocé lembra da aula 13?). Ah! Sim, ATP e GTP contém
nucleosideos que também estdo presentes na estrutura do DNA e RNA.




Microtibulo

crescendo -

\ E)'('tremidade

plus

Figura 23.3: Microscopia
eletrénica mostrando um
feixe de microtubulos onde
estd havendo crescimento

plus (Foto: Gary Borisi, fonte:
Molecular biology of the cell,
. Alberts et al. 3rd ed. Garland
s Publishing Co., 1994.)

\ preferencial na extremidade

Extremidade
minus %

Observe o protofilamento na Figura 23.3. Vocé reparou que uma
extremidade é diferente da outra? Numa delas, a a-tubulina fica exposta,
e na outra, é a B-tubulina. Gracas 2 maneira de o protofilamento se
formar isso vai se manter até mesmo no microtibulo. Assim, a disposi¢do
dos dimeros de o e B-tubulinas confere aos microttibulos polaridade,
isto é, as duas extremidades de um microtibulo sio diferentes. Uma
conseqiiéncia disso é que a incorporac¢do de novos dimeros de tubulina
ocorre preferencialmente em uma das extremidades do microtibulo,
enquanto a outra extremidade tende a liberar dimeros de tubulina com
maior rapidez e facilidade (Figura 23.3).

Essas propriedades conferem aos microtibulos um sentido
preferencial de crescimento e fazem deles estruturas muito dindmicas,
capazes de crescer ou encolher rapidamente. A extremidade onde
preferencialmente incoporam-se novos dimeros é chamada positiva ou

plus, enquanto a extremidade oposta é negativa ou minus (Figura 23.3).

DINAMICA DE POLIMERIZACAO DOS MICROTUBULOS

Na maioria das células, os microtibulos s3o estruturas extrema-
mente ldbeis e dindmicas, desaparecendo e reorganizando-se rapidamen-
te. Essa atividade pode ser exemplificada pelo fuso mitético, estrutura
formada por microtibulos e presente apenas durante a divisdo celular,
ao final da qual desaparece.

Novos microtibulos podem se formar espontaneamente a 37°C num
tubo de ensaio onde sejam adicionadas moléculas de o e B-tubulina acima de
certa concentracao, ions Mg++ e GTP (assim foram feitos os microtibuos
mostrados na Figura 23.3). Nessas condi¢oes, novos microtibulos comegam

a se formar apds um intervalo no qual nada parece estd acontecendo.
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Figura 23.4: A partir
de uma concentracédo
minima (concentracdo
critica), as subunidades
de tubulina agregam-se
em protofilamentos e
logo em microtubulos. A
partir dai, o crescimento
dos microtubulos é bas-
tante rapido, até atingir
o ponto de equilibrio
dindmico entre a quan-
tidade de tubulina po-
limerizada e livre no
citoplasma.
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Essa fase corresponde ao periodo de nucleagao, quando sio formados
os primeiros protofilamentos. A partir da formacdo desses ntcleos, o
alongamento dos novos microtibulos passa a ser um processo rdapido
(Figura 23.4).

Podemos entdo considerar condigdes de polimerizacdo de micro-
tibulos: a presenca da concentragio minima necessaria de dimeros de
tubulina o-B (concentragao critica), a temperatura adequada (37°C), a
presenca de GTP e Mg++. Correspondentemente, existem condi¢oes de
despolimerizagio: a temperatura baixa (4°C), a falta de GTP, a presencga
de fons Ca++ (mais uma razdo para a concentracgio citoplasmatica de
calcio se manter baixa!) e a concentracao de tubulina nio polimerizada
abaixo da critica. Essas condi¢oes foram determinadas iz vitro, mas
depois se comprovou que também controlam a dindmica de polimeriza-
¢do in vivo. Conhecer essas condi¢oes também ajuda a entender por que
ndo é ficil manter microtibulos polimerizados depois de romper uma
célula, em experimentos de fracionamento celular. Poderiamos escrever
as condig¢des de polimerizacdo e despolimeriza¢ao de microtibulos como
uma equacdo quimica, que obedega a Lei de A¢ao das Massas: nas con-
di¢oes adequadas, a polimerizagdo prossegue até que a concentracio de
dimeros caia abaixo da critica e ai a reagdo passa a tender para a esquerda,

isto é, para a despolimerizag¢io. O contrario também é verdade!

37°C + GTP + Mg*+
Dimeros de »  Microtubulos

tubulina _ polimerizados
4°C + GDP + Ca*t
100 nucleagéo | | alongamento | | equilibrio
.
s"\\-/
i J—

=<

.
Microtibulos com subunidades
em equilibrio dindmico

e, "‘s:‘::? e Microtdbulo
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% de tubulina no polimero
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In vivo, as células possuem um centro organizador de microtibulos
ou centrossoma, de onde partem todos os seus microtibulos. Em geral, os
microtubulos se orientam com a extremidade minus voltada para o centro
organizador e a extremidade plus voltada para periferia celular (Figura 23.6).

O estudo dos processos de alongamento e encurtamento de micro-
tibulos é feito com a utilizagdo de varias substincias. Para saber um

pouco sobre elas, consulte o box.

Drogas, poderosas aliadas no estudo dos microtubulos

Sabe-se ha muitos anos que diversas substancias sdo capazes de interferir
na formagdo do fuso mitético (formado por microtubulos), interrompendo
a mitose. Essas drogas vém sendo utilizadas tanto no estudo da participacdo
dos microtubulos nas atividades da células como no tratamento de algumas
doencgas.

Uma dessas drogas é a colchicina, extraida de um tipo de acafréo, que ja era
utilizada pelos egipicios no tratamento da gota.

A colchicina, assim como seus derivados sintéticos, se liga a tubulina livre do
citoplasma, impedindo que ela se agregue ao fuso mitético, o que impede a
célula de se dividir e termina por acarretar sua morte. A vincristina e a vinblastina,
também obtidas a partir de uma planta (a Vinca, Figura 23.5), possuem efeito
semelhante. Todas essas substancias sdo empregadas no tratamento do cancer,

visando a eliminar as células do tumor que se multiplicam numa velocidade muito

superior a das células normais.

Figura 23.5: Além de
servir para fabricar
medicamentos e de
dar uma forca no es-
tudo dos microtubu-
los, a Vinca da uma
flor linda!

Outra substancia empregada na quimioterapia do cancer é o taxol, extraida do
teixo (género Taxus), uma arvore americana. Diferente das substancias ja descritas,
o taxol age como um estabilizador dos microtibulos, agregando a tubulina
citoplasmatica em microtubulos e impedindo que eles se despolimerizem. Essa
droga também termina por bloquear a divisdo celular, ao impedir a dinamica de

polimerizacdo e despolimerizagdo dos microtubulos.
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Figura 23.6: Em geral, os
microtibulos orientam
suas extremidades minus
na direcdo do centro
organizador (setas) e as
extremidades plus para
a periferia celular. Con-
forme o tipo de célula
ou a fase do ciclo celular,
o centro organizador
recebe nomes como cen-
trossoma (a), em células
interfasicas, e corpusculo
basal, nas células flagela-
das (b). Ja as células em
divisdo (c) possuem dois
centros organizadores (0s
polos do fuso mitético),
de onde partirdo os
microtubulos do fuso.
Nas células nervosas
(d), os microtibulos do
axonio também partem
do centro organizador.
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o Célula em intérfase

o Célula flagelada ou ciliada

Cilio ou flagelo

Corpusculo basal

centrossoma

e Célula em divisdo

0 Neurdnio

centrossoma

Pélo
do fuso

O CENTRO ORGANIZADOR DOS MICROTUBULOS

Todos sabemos que o fuso mitdtico se organiza a partir dos
centriolos e que cilios e flagelos partem de um corpusculo basal (Figura
23.6). Nio por acaso essas estruturas sao formadas por microtibulos
(Figura 23.7). Entretanto, o que define o centro organizador de
microtubulos nao é a presenca do centriolo, e sim uma forma especifica
de tubulina, a y-tubulina, que se distribui no material pericentriolar (em
torno dos centriolos). A y-tubulina forma um complexo em anel de -
tubulina que se acredita ser o molde a partir do qual os protofilamentos
e a estrutura tubular sio formados. Além de funcionarem como centro
de nucleacio para os microtibulos, os anéis de y-tubulina formam uma
espécie de tampa, estabilizando a extremidade minus e impedindo a

perda de subunidades.

Figura 23.7: (a) Centriolos ortogonalmente dispostos,
conforme observados em microscopia eletronica de
transmissdo. (b) Interpretacdo esquematica da estrutura
do centriolo, composto por nove trios de microtubulos
interligados por pontes protéicas. [foto: McGill M. et al,
J. Ultrastruct. Res., 57:43-53 (1976)].



A POLIMERIZACAO E A DESPOLIMERIZACAO DE MICROTUBULOS
SAO CONTINUAS

A utilizagdo da videomicroscopia para a observacio de células
nas quais a tubulina foi marcada com moléculas fluorescentes (procu-
re material em video ou Cd-Rom disponivel no pélo ou na Internet)
mostrou claramente que os microtibulos de uma célula tipica estdo
constantemente se alongando e encurtando, num processo conhecido
como instabilidade dinamica. J4 foi demonstrado que a vida média de
uma molécula de tubulina é de 20 horas, enquanto um microtibulo se
mantém por cerca de dez minutos, em outras palavras, uma molécula
de tubulina "participa" da construcao de varios microtibulos durante
sua vida celular.

Essa instabilidade dindmica resulta da hidrélise expontinea
da molécula de GTP ligada a subunidade B da tubulina em GDP.
Enquanto a associacdo ao GTP favorece a polimerizagio e mantém
o protofilamento esticado, 0 GDP diminui a ligacdo entre os dimeros
de tubulina, encurvando o filamento e favorecendo o desligamento do
dimero do protofilameto (Figura 23.8).

O crescimento de um microtibulo é favorecido quando hd um
acréscimo continuo de subunidades ligadas a GTP. Naturalmente, para
que isso ocorra, é necessirio que haja um estoque citoplasmatico de
tubulinas ligadas a GTP, que continuamente substituirdo as subunidades
ligadas a GDP que forem se soltando da extremidade plus. Essas tubulinas
ligadas a GTP formam um quepe de GTP na extremidade do filamento.
Se esse quepe de GTP se desfizer (pela hidrélise do GTP a GDP nio
seguida de substitui¢do por novas subunidades ligadas a GTP), ocorre
o rapido encolhimento do microtibulo, um fendmeno descrito como
despolimerizacao catastrofica. Esse fendmeno pode ser comparado a
implosdao de um prédio: quando os alicerces sao dinamitados, toda a
estrutura colapsa (Figura 23.8). Ja foram identificadas proteinas que
contribuem para essa rdpida despolimerizagao. Muito adequadamente

essas proteinas foram denominadas catastrofinas.
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Figura 23.8: (a) H4 uma
dindmica de incorpora-
¢do de novos dimeros de
tubulina ligados a GTP em
substituicdo a dimeros
ligados a GDP que se
soltam do filamento com
facilidade.

(b) Microtubulos com
a extremidade rica em
dimeros ligados a GTP
tendem a crescer, enquan-
to as extremidades que
expdem tubulina ligada
a GDP tendem a se soltar,
fazendo com que o
microtubulo diminua de
tamanho.

Quepe de GTP na
extremidade do microtubulo

regido menos estavel
contendo muitos dimeros
ligados por GTP
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0OS MICROTUBULOS ORGANIZAM A FORMA DA CELULA

Como vocé pode notar na Figura 23.6, a forma geral das células
depende da distribuicao dos microtibulos a partir do centrossomo,
que, por sua vez, estd sempre proximo ao nucleo, exceto durante a
divisao celular.

Isso ja nos da uma"pista" sobre a importincia do centro
organizador de microtibulos. Numa célula como a representada na
Figura 23.6A, os microttibulos partem do centrossomo, irradiando-se
em todas as dire¢des, mas preferencialmente no sentido para o qual
essa célula parece estd se deslocando. Ja numa célula como o neurdnio
representada na Figura 23.6D, muitos microtibulos se orientam
paralelamente na dire¢io do axénio, conferindo a forma bdsica
dessa célula. Além disso, conforme ji4 comentado nas aulas 17 e 21,
o complexo de Golgi se posiciona sempre em torno do centrossoma
e as cisternas do reticulo endoplasmatico se distribuem com a mesma
orientacdo dos microtibulos. Mais adiante, veremos também que
vesiculas citoplasmadticas e organelas como as mitocéndrias utilizam
os microtibulos como trilbos para se deslocar dentro da célula. Os
filamentos intermedidrios, outro tipo de filamento do citoesqueleto,
também se distribuem paralelamente aos microttibulos.

Se, por um estimulo natural (ver box) ou por micromanipula-
¢d0, o centrossoma de uma célula for deslocado de sua posicao, todas
as organelas celulares se reposicionardo em relagido a ela, inclusive o
nucleo. Por essas evidéncias, considera-se que o centro organizador de

microtubulos corresponde ao centro da célula.

As células T citotdxicas sdo um tipo de linfécito especializado em reconhecer e
destruir células invasoras do organismo ou células infectadas por virus. Nesse
processo, a membrana da célula T faz contato com a membrana da invasora,
desencadeando uma reorganizacdo do seu citoesqueleto. O centrossoma e os
microtUbulos da célula T se concentram na area de contato com a célula-alvo. O
nucleo e o complexo de Golgi da célula T também se reposicionam, fazendo com
que as proteinas que estdo sendo produzidas para a distribuicdo da célula invasora
sejam direcionadas com maior eficiéncia para a area de contato. Acompanhe a
seqUéncia no esquema a seguir (Figura 23.9).
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Figura 23.9: Em A, o
esquema das modifica-
¢oes da distribuicdo dos
microtubulos na célula
T citotdxica quando vai
“atacar”a célula-alvo.
Em B, imunofluorescén-
cia com anticorpos
antitubulina, mostrando
que o centrossoma da
célula T se desloca para
a regido de contato com
a célula-alvo. Note que,
nesta ultima, a distri-
bui¢do dos microtubulos
é normal. Foto: Geiger,
B. et al., J. Cell Biol. 95:
137-143 (1982) Rockfeller
University press.

Figura 23.10: A seqUiéncia
esquematiza como uma
proteina da membrana
da célula pode “prote-
ger” os microtubulos a
ela associados, estimu-
lando e funcionando
como “polarizadora” de
seu crescimento, determi-
nando assim o sentido em
que uma célula se defor-
mard. Na verdade, o pro-
cesso é mais complexo do
gue a representacdo.

LA
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COMO OS MICROTUBULOS SE ORIENTAM NA CELULA

O centrossomo corresponde ao centro da célula (vocé pensava que
era o nucleo da célula, né?), mas como serd que os microtibulos crescem
na dire¢do certa? O natural seria que os microtibulos se irradiassem em
todas as dire¢des, o que resultaria numa célula esférica, o que nao é o caso
para a maioria dos sistemas (ver box). A instabilidade dindmica explica
bem a auséncia dos microtibulos de uma regido; em contrapartida, ja
foram identificadas outras proteinas, especialmente associadas a face
citoplasmdatica da membrana plasmadtica, capazes de "estimular" a
incorporag¢do de novos dimeros de tubulina e, conseqiientemente, o
crescimento do microtibulo (Figura 23.10).

proteina “polarizadora”do

crescimento do microtubulo
nucleo

e centrossoma



AS MAPS (PROTEINAS ASSOCIADAS AOS MICROTUBULOS)

Além de proteinas que promovem o crescimento do filamento
a partir de sua extremidade, outras proteinas interagem lateralmente
com os microtubuos, ajudando a manter a ligacdo entre os dimeros
de tubulina (Figura 23.11). Essas proteinas pertencem a um grupo
de proteinas cuja func¢do é associar-se a microtibulos com o objetivo
de manter sua estrutura: as proteinas associadas a microtibulos ou,

simplesmente, MAPs.

microtubulo

Figura 23.11: Tipos de MAP que formam ligacdes ao longo dos
protofilamentos, ajudando a manter a estabilidade do microtubulo.

MAPs sdo proteinas tdo estreitamente associadas aos microtubulos que fazem
parte do proprio polimero. Essa no¢do vem de experimentos de polimerizacao
de microtubulos in vitro, a partir de um extrato citoplasmatico em que, além dos
dimeros de tubulina, havia muitas outras proteinas soltveis. A polimerizagao foi
induzida, pelas condi¢des adequadas e pelos microtibulos produzidos separados
do resto do extrato e purificados. Depois, a despolimeriza¢do foi induzida
acrescentando-se calcio e abaixando-se a temperatura; ai (surpresa!) descobriu-se,
fazendo eletroforese, que além de tubulina, os microtubulos, ao despolimerizar,
liberava outras proteinas também: eram as MAPs. Duas das proteinas capazes de
estabilizar os microtubulos séo a MAP2 e a Tau. Caso vocé esteja se perguntando,
"mas por que duas proteinas para mesma coisa?", ja lhe adiantamos a resposta:
a distancia determinada entre dois microtubulos pela MAP2 é bem maior que a
determinada pela Tau. Assim, os feixes de microtubulos estabilizados pela Tau
sdo bem mais compactos do que os da MAP2.

PROTEINAS ASSOCIADAS A TUBULINA CITOPLASMATICA

Recentemente, foram identificadas mais duas proteinas im-
portantes no comportamento dindmico dos microtibulos: a statmina,
que liga dois dimeros citoplasmaticos de tubulina, ajudando a manter
um estoque de tubulina ndo polimerizada, e a katanina, que “picota”
microtubulos ja formados. A espada dos samurais se chama katan,

em japonés, dai o nome dessa proteina.
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Antes que vocé pense que a katanina e a catastrofina atuam da mesma
forma, esclarecemos que enquanto a catastrofina atua na extremidade positiva
do microtibulo, onde esta o quepe de GTP, a katanina fragmenta o microtibulo
em varios pontos.

Uma conclusio interessante € vermos como os microtiibulos, sem-
pre formados pelas mesmas proteinas (o e B-tubulinas) podem se tornar
mais estaveis ou mais dinimicos conforme se associam a um grupo de
proteinas (MAPs e Tau) ou outro (catastrofina, katanina).

Mas mesmo antes de conhecer as proteinas que ajudam a estabili-
zar ou despolimerizar os microtibulos, eles ja eram classificados em dois
grandes grupos funcionais: a) os microtabulos labeis, que estio sob as
condicdes descritas anteriormente de instabilidade dinamica; nesse grupo,
sem duvida, o exemplo mais notavel é o dos microtibulos que formam
o fuso mitdtico; b) os microtabulos estaveis, que ndo despolimerizam,
mesmo estando em condi¢oes de despolimerizacdo, como baixa tempe-
ratura e presenca de cdlcio; nesse grupo, o exemplo mais conhecido é o

dos microtubulos que formam cilios e flagelos.

PROTEINAS MOTORAS

As proteinas motoras que se associam a microtubulos pertencem a
duas familias: as cinesinas (do grego kynetos, movimento) e as dineinas.

As cinesinas formam uma superfamilia de proteinas motoras e
possuem varios pontos em comum com a miosina do tipo II, abordada na
aula sobre microfilamentos. A cinesina também é uma molécula formada
por duas cadeias pesadas e duas cadeias leves. Enquanto a regido globular
da molécula possui as propriedades motoras, é pela regido em o-hélice

da molécula que os dimeros sio formados (Figura 23.12).

lado plus lado minus

Figura 23.12: As proteinas
motoras se ligam por uma
extremidade ao microtubulo
e pela outra a uma organela
ou vesicula que sera trans-
portada, como sobre um
trilho. Note que cinesina e
dineina se movem em sen-
tidos opostos.

MICROTUBULO

pesadas

cadeias
DINEINA 10 nm

CINESINA



Existe uma enorme variedade de cinesinas. As primeiras foram observadas fazendo
o transporte de vesiculas contendo neurotransmissores no axénio gigante de lula
(o axbnio dessa espécie tem 1mm de espessura, o que é enorme se comparado a
outras células nervosas). Num organismo simples como a levedura Sacharomices
cerevisae (o fermento de pao), foram descritos 6 tipos de cinesinas; na espécie
humana, foram 40 (até o momento)!

As cinesinas se ligam aos microtubulos pelo seu dominio motor.
A outra extremidade se liga a particula que sera transportada. As custas
da hidrolise de ATP, as cabecas globulares da cinesina se ligam e se
desligam do microtubulo, fazendo com que a carga associada a outra
extremidade seja transportada ao longo desse #rilho. Quando ligada ao
ATP, a molécula de cinesina fica no seu estado de rigor, isto é, permanece
ligada ao microtibulo. E a hidrélise de ATP que promove o desligamento
da cinesina e seu deslizamento sobre o microttibulo (Figura 23.13). Se
pudéssemos ver uma molécula de cinesina, veriamos que as cabegas
globulares da molécula se parecem com pezinhos que efetivamente
se desligam alternadamente do filamento em vérios ciclos. Assim, as
moléculas (e as cargas a elas associadas) caminbam por uma grande
extensdo e a uma velocidade razodvel (0,2 a 2um/seg). As cargas, como ja
comentamos, sao organelas limitadas por membrana como mitocondrias
e elementos do complexo de Golgi, reticulo ou outras. E claro que para
transportar uma mitocondria s3o necessirias muitas cinesinas atuando
em conjunto. A mitocondria ficaria com o aspecto de uma “centopéia
molecular”. As vesiculas sindpticas (ver box) que sio formadas no
corpo celular e transportadas para a extremidade do ax6énio onde
serdo exocitadas também viajam ao longo dos microtibulos, movidas
a cinesina. Nio € a toa, portanto, que essas proteinas sio chamadas de

motores moleculares.

Figura 23.13: A cinesina (a) e a miosina (b)
sdo proteinas capazes de hidrolisar ATP,
0 que provoca mudancas em sua confor-
magdo. A associacdo da cinesina a um
microtubulo e da miosina a um microfila-
mento promove movimento do filamento
ou de alguma “carga” associada a essas
proteinas motoras. Note que a cinesina
ligada ao ATP se liga ao microtubulo,
enquanto a miosina depende de ATP
justo para desligar-se do filamento.
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Figura 23.14: Esquema
geral de um neurénio.

corpo celular

Figura 23.15: Moléculas de
(a) cinesina e (b e ¢) dineina
observadas ao microscépio
eletrénico de transmissdo.
Repare como os dominios
globulares (as cabecas) das
dineinas sdo bem maio-
res que os da cinesina. A
dineina flagelar (c) possui 3
dominios globulares. (Fotos:
John Heuser).
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Muito do que se sabe sobre o transporte intracelular de vesiculas e organelas
foi observado em neurénios gigantes de lula. Essa célula mostrou ser um étimo
modelo tanto pelo seu tamanho como pela sua forma e sua funcdo. Apenas para
maior clareza, incluimos aqui um modelo de célula nervosa (Figura 23.14) para
que vocé ndo tenha duvidas sobre estruturas como axonio e vesiculas sinapticas,
referidas no texto.

axonio
(pode chegar a 1m)

dendritos extremidades sinapticas

(onde se localizam as
vesiculas)

Uma caracteristica importante das cinesinas é que elas caminham
ao longo do microtubulo sempre no sentido plus, isto é, em direcdo a
periferia celular. O transporte centripeto (devia ser celulipeto, para o
centro da célula!) é feito por proteinas motoras da familia das dineinas,
que caminham ao longo do microtibulo, sempre no sentido minus.

E através das dineinas que as cisternas do complexo de Golgi sio
mantidas junto ao nicleo, proximo ao centro organizador de microtibulos.

Enquanto miosinas e cinesinas guardam algumas similaridades, as
dineinas diferem de ambas em vdrios pontos:

= as cabecas globulares das dineinas s3o muito maiores que as das
miosinas e cinesinas (Figura 23.15);

= as dineinas trafegam no sentido #inus do microtiibulo (Figura 23.12);

= o transporte feito via dineinas é bem mais rapido (14um/seg!)
que o das cinesinas (~2um/seg);

= além da dineina citoplasmatica, ha um grupo de dineinas ciliares
e flagelares que pode ter trés dominios globulares, ao invés dos dois

normalmente encontrados (Figura 23.15).




MOVIMENTO CILIAR E FLAGELAR

Cilios e flagelos sdo estruturas motoras encontradas em protozo-
arios (os ciliados e os flagelados) e também em células de organismos
pluricelulares, como os espermatozdides (flagelo) e o epitélio ciliado das
vias respiratorias (cilios).

A estrutura interna de cilios e flagelos é idéntica. Mesmo assim, eles
sdo prontamente diferenciados: os cilios costumam ser curtos e se dispor em
fileiras que executam um movimento ondulatério sincronizado semelhante
ao de um remo (Figura 23.16A e B). Os flagelos s3o bem mais longos e em
menor nimero (um no espermatozdide humano, oito na Giardia lamblia

etc.). O movimento dos flagelos é ondulatério (Figura 23.16C).

e
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A estrutura bésica de cilios e flagelos é chamada axonema e estd
representada na Figura 23.17. Ao redor de um par central de microtabulos,
arranjam-se 9 duplas de microtibulos. Cada dupla é formada pelos 13
protofilamentos do microtibulo A e pelos 9 protofilamentos do B. A
cada microtibulo A, ligam-se duas moléculas de dineina (os bragos de
dineina). Além de pontes radiais que ligam os pares periféricos ao par
central, os pares periféricos se conectam por uma proteina que forma
pontes entre eles: a nexina. O movimento do cilio ou flagelo é produzido

pela inclina¢do do axonema.

braco externo
de dineina

ponte radial

bainha nexina

interna

microtubulo

do par central braco interno

de dineina

membrana
plasmatica

microtubulo B o

-
100 nm microtibulo A

Figura 23.16: (a) O movi-
mento do cilio se da em
duas etapas: uma puxada
rapida num sentido (1
e 2) que efetivamente
resulta em deslocamento
e uma recuperacao lenta
no outro sentido (3 a 5)
que prepara o cilio para
um novo batimento.
(b) Esquema de um
ciliado (Paramecium).
As fileiras de cilios se
movem sincronicamente.
(¢) O movimento flagelar
se dd como uma onda que
se propaga.

Figura 23.17: A esquerda,
um axonema em corte
transversal conforme visto
ao mi-croscopio eletrénico
de transmissdo. Note que
as subunidades de tubu-
lina podem ser contadas.
No esquema a direita, os
principais componentes
da estrutura do axonema
estdo representados.
(Foto: Lewis Tilney).
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Essa inclinagao é resultado da interacao dos bragos de dineina de
um microtibulo A com o microtibulo B do par seguinte (Figura 23.18).
Se as pontes de nexina e as pontes radiais forem desfeitas, 0 movimento
das dineinas fard com que dois pares de microtiibulos adjacentes deslizem
em sentidos opostos (Figura 23.18). Isso ndo acontece principalmente

devido as nexinas.

NOTA: Nao confunda tubulina o e B com os microtubulos A e B dos pares que
formam o axonema de cilios e flagelos.

A cada momento, pares diferentes do axonema estdo interagindo

via dineina. Isso resulta em um movimento ondulatério para o flagelo.

(= O

Figura 23.18: A dineina faz com
que os microtubulos de um par se
desloquem em relagdo a seu par
vizinho. Como ambos estdo presos
por pontes de nexina, o resultado é
o encurvamento do cilio ou flagelo.
A propagacdo desta onda resulta no
movimento de chicote do cilio e de —
ondulagdo do flagelo .

Pares de microtubulos O deslizamento entre os
ligados por nexina pares leva ao encurvamento
do cilio ou flagelo

RESUMO

Os microtubulos sao tubulos ocos formados por dimeros da proteina tubulina
na sua forma o e 3. Sdo estruturas polarizadas, sendo a extremidade plus a

que cresce mais rapidamente e a minus a de crescimento mais lento.

Os microtubulos sdo nucleados a partir de uma regido especifica da célula, o
centro organizador de microtubulos. A proteina caracteristica desse centro
organizador é a y-tubulina. Todas as extremidades minus ficam voltadas para

o centro organizador e as extremidades plus para a periferia celular.

A incorporacdo de um dimero de tubulina a um microtubulo em crescimento

leva a hidrélise de uma molécula de GTP ligada a subunidade b desse dimero.

A disponibilidade de dimeros ligados a GTP leva a formacao de uma tampa de

GTP que protege e confere ao microtubulo uma tendéncia a crescer.

Os microtubulos sao dotados de instabilidade dinamica, crescendo e encolhendo a

todo momento, redirecionando, assim, a forma e o deslocamento da célula.
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Os microtUbulos podem estar associados a proteinas acessérios que aumentam sua

estabilidade através da formacao de pontes entre as subunidades de tubulina.

As cinesinas e dineinas sdo proteinas que se associam aos microtubulos e sdo capazes de
promover o deslizamento entre eles ou o transporte de organela e vesiculas através do

citoplasma, utilizando-os como trilhos.

Cilios e flagelos sdo estruturas motoras de protozodrios e tipos celulares como
espermatozoides e epitélios ciliados que conjugam em sua estrutura microtubulos e

proteinas acessorias estruturais e motoras.

Varias drogas interferem na dinamica de polimeriza¢do e despolimerizacdo dos microttbulos

e muitas delas sdo usadas na pesquisa e no tratamento de doencas como cancer e a gota.

A seguir, listamos as principais caracteristicas das proteinas e drogas que se ligam

a microtubulos.

Droga Funcao Interacao
Colchicina Se liga a dimeros de tubulina Impede a polimeriza¢ao
Vinblastina Se liga a dimeros de tubulina Impede a polimerizagdo
Vincristina Se liga a dimeros de tubulina Impede a polimeriza¢ao
Taxol se liga aos microttbulos, Impede a despolimerizacdo
estabilizando-os P P ¢

Proteina

_tubulina Nuclea¢do de novos Protege a extremidade minus,
v microtubulos impedindo que perca dimeros
Tau Estabilizar o microtubulo quma pontes Iat.er:als entre .

microtubulos, originando feixes

Map?2 Estabilizar o microtubulo Forma pontes |aterais entre

microtubulos, originando feixes

Catastrofina

Desestabilizar

Favorece a rapida despolime-
rizacdo na extremidade plus

Nexina

Forma pontes entre os microtibulos
do axonema

Mantém a estrutura de nove pares
periféricos no axonema de cilios e
flagelos

Statmina

Liga-se a dimeros

Liga-se ao estoque citoplasmatico
de tubulina impedindo que toda
ela se polimerize

Dineina

Proteina motora na dire¢ao
minus

Liga-se a vesiculas e organelas,
transportando-as na direcdao do
centrossoma. Também promove
a inclinacao dos microtubulos dos
axonemas

Cinesina

Proteina motora na direcdo plus

Liga-se a vesiculas e organelas,
transportando-as na direcdo da
periferia da célula
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EXERCICIOS DE AUTO-AVALIACAO

1. O que é um protofilamento? Quantos protofilamentos formam um microtubulos?
2. Qual a relagcdo do GTP com o crescimento de um microtubulo?

3. O que vocé entende por instabilidade dinamica?

4. O que é o centro organizador de microtubulos?

5. De que depende a nuclea¢do de um novo microtubulo?

6. Por que sdo Uteis na quimioterapia do cancer tanto drogas que evitam a

polimerizacdo de microtubulo quanto aquelas que evitam sua despolimerizacdo?
7. A que fungdes ou estruturas celulares estdo relacionados os microtubulos?
8. Como atuam as proteinas motoras cinesina e dineina?

9. Como se da o movimento de cilios e flagelos?
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Microfilamentos

Ao final desta aula, vocé devera se capaz de:

e caracterizar os microfilamentos e sua proteina
formadora, a actina;

e descrever a dinamica de polimerizagdo dos
microfilamentos;

o listar e definir os principais tipos de movimentos
celulares;

e caracterizar as principais estruturas celulares
formadas por microfilamentos;

e relacionar as principais proteinas acessorias da actina
a suas funcdes especificas;

o relacionar as principais drogas que interagem com a
actina e seus efeitos.
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INTRODUCAO

anel contratil

oo

LEVEDURA

Forma do ciclo

de vida de alguns
fungos. O fermento
de pédo e a Candida
albicans, causadora
do “sapinho”, sdo
leveduras.

IsoFormA

Pequenas variacdes
de uma molécula
que podem resultar
de modificagdes
sutis na cadeia
primaria, como a
substituicdo de um
aminoacido, ou o
acréscimo de um
grupamento, como
um acetil ou um
metil.
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Como vimos na aula 21, todos os microfilamentos sao formados pela proteina
actina. Os microfilamentos estdo associados a varios fendmenos celulares. O
mais conhecido talvez seja a contracdo muscular, mas também dependem
destes filamentos a adesao das células a matriz extracelular ou a substratos,
a separacao das células-filhas ao final da divisdo celular, a preservacdo da
estrutura das microvilosidades intestinais, os movimentos ameboides e muitos

outros processos celulares (Figura 24.1).

microvilosidades

Figura 24.1: Filamentos
de actina participam na
separagdo de (a) células em
divisdo, (b) no preenchi-
mento de microvilosidades
intestinais e (c) na adesdo
de células.

fibras de
tensao

CARACTERISTICAS DA ACTINA

A actina estd presente em todas as células eucariontes, sendo
uma proteina muito conservada, isto €, sua seqiiéncia de aminodcidos
¢ muito semelhante em organismos filogeneticamente bem distantes,
como fungos e animais. De acordo com o tipo celular, a actina pode
corresponder a até 20% do peso seco da célula, como é o caso das
células musculares. Eucariontes mais simples, como as LEVEDURAS,
possuem apenas um gene para actina. Ja os mamiferos possuem
varios genes para actina e ainda produzem vdrias ISOFORMAs dessa
molécula. Pelo menos seis formas de actina ja foram descritas. As mais
importantes sdo a actina o, presente em células musculares, e a actina
B, encontrada em células nio musculares. Além dessas ainda existe a

actina y, também em células nio musculares.



ESTRUTURA DOS MICROFILAMENTOS

Seguindo a “estratégia” fundamental
para formacio de filamentos, os microfilamentos
sdo formados pela ligacao de varias moléculas
de actina, formando longos filamentos de
8nm de espessura (Figura 24.2), ou seja os
microfilamentos também sio polimeros. A
actina no seu estado monomérico é chamada de
actina G (de globular) e, quando incorporada
ao microfilamento, de actina F (de filamentosa).
Dois monomeros de actina s6 se encaixam em
uma determinada posi¢do. O resultado disso é
que o filamento de actina se torna polarizado,

isto €, as extremidades sdo diferentes.

Figura 24.2: (a) Embora a
actina G seja uma proteina
globular, ela aprisiona a
molécula de ATP numa
regido especifica. (b) Con-
forme os mondmeros de
actina G se ligam, forma-
se um filamento. Cada
mondémero é adicionado
sempre na mesma posicao,
conferindo uma polaridade
especifica ao filamento.
A extremidade oposta a
molécula de ATP é a extremi-
dade positiva ou plus.

Filamento polarizado

Filamento nio polarizado &SO>S

Quando um filamento é polarizado, ele possui uma “direcao”.

B B e

lado minus

lado plus

Figura 24.3: Estrutura da molécula de actina
baseada em analise de difracdo por raios X
(A). No centro da molécula (seta) esta o sitio
de ligacdo do ATP.

Novos mondémeros podem  ser

adicionados (ou removidos) de qualquer
uma das extremidades do filamento, desde
que na posi¢do correta, mas existe maior
probabilidade de incorporacio de novos
monomeros a uma das extremidades,
que é chamada de positiva, ou plus. Esta
extremidade de crescimento estd, em geral,

voltada para a membrana plasmatica.

Como vocé também pode observar na
Figura 24.3, cada molécula de actina G possui
em seu interior uma molécula de ATP. Ela é
importante para a manutencdo da estrutura da
molécula. Sem o ATP em seu interior, a actina
se desnatura (perde a forma caracteristica da
molécula) rapidamente. Quando a actina G
se incorpora ao filamento, hidrolisa o ATP,
formando ADP, que fica “aprisionado” no

filamento (Figura 24.2).
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A POLIMERIZACAO DINAMICA

Comparada, em termos quantitativos, a maioria das proteinas
citoplasmaticas, a actina é uma das principais proteinas celulares. Parte
dessa actina se encontra na forma nao polimerizada (actina G) e a outra

parte, na forma de microfilamentos (actina F).

.

E necessiria uma concentracio citoplasmdtica minima de
moléculas de actina G, chamada concentracio critica, para que os
microfilamentos se formem. Um novo microfilamento tem inicio pela
formagdo de um nucleo. Para que esse nucleo se forme sdo necessarias
pelo menos duas outras proteinas relacionadas a actina, as ARPs (actin
related proteins) do tipo 2 e do tipo 3. Essas moléculas sdo relativamente
parecidas com a actina e se associam formando um complexo ARP 2-3
ao qual moléculas de actina G passam a se associar, formando um novo

filamento (Figura 24.4).

Q O Complexo Arp 2 - 3

Mondémeros incorporados
ao nucleo formado por
Arp2 e Arp3

o P

O Figura 24.4: O microfilamento se forma a

O

pela Arp 3. O filamento cresce na direcdo

O partir do complexo formado pela Arp 2 e

JININNININ ESPERTA

Nesta altura, vocé deve estar achando que microfilamentos e

microtubulos compartilham muitas caracteristicas. De fato, ambos
resultam da polimerizacdo de proteinas e formam filamentos
polarizados e dinamicos. Embora a estratégia de formacdo de
ambos seja semelhante, tubulina e actina sdo proteinas comple-
tamente distintas e os filamentos por elas formados possuem
caracteristicas de flexibilidade e resisténcia muito diferentes.

da extremidade plus, pela incorporacgdo de
novos mondmeros de actina.
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Normalmente a concentragio citoplas-

matica de actina G é muitas vezes superior

a concentragdo critica (necessiria para dar

ATP ADP|

inicio a um novo microfilamento). Isto, em

tese, poderia acarretar a total polimerizagio

da actina da célula. Entretanto, isto ndo ocorre, Sitio de ligacdo ao Timosina ligada ao

poque a actina citoplasmdtica fica protegida

por uma pequena proteina, a timosina que se

filamento de actina mondmero de actina

Figura 24.5: A timosina impede

mantém ligada aos mondémeros, impedindo que o mondmero a ela ligado se

incorpore a um microfilamento.

sua incorporagio a extremidade positiva do

filamento (Figura 24.5).

ATP

Figura 24.6: A profilina
liga-se a actina do lado
oposto ao ATP.

J4 a profilina é outra proteina que se liga a0 monoémero de actina,
competindo com a timosina, mas tem caracteristicas diferentes dela: a
profilina se liga a regido da molécula oposta ao ATP (Figura 24.6) e é
capaz de responder a estimulos de sinalizaciao, como a picos de AMPc,
por exemplo. A actina ligada a profilina fica estimulada a se associar
a extremidade plus de um microfilamento. Assim, indiretamente, o
crescimento da extremidade plus (e, conseqiientemente, do filamento)
é estimulado. Assim que o complexo actina-profilina se incorpora ao

filamento, a actina muda de conformagao e libera a profilina.

Geralmente, a profilina se localiza junto a membrana plasmaética
e, em resposta a estimulos do meio ambiente, promove o crescimento
de filamentos de actina em dire¢io a membrana, empurrando-a. Note
que um mondmero de actina ou se liga a timosina, ou a profilina, nunca
as duas moléculas ao mesmo tempo. O balango entre as moléculas de
actina G ligadas a uma ou outra proteina resulta na instabilidade
dindmica dos microfilamentos. Da mesma forma que os microtibulos,
os microfilamentos estio constantemente se alongando e encolhendo.
Mais que isso, mesmo que o comprimento de um microfilamento pareca
inalterado, constantemente algumas subunidades de actina se soltam
na extremidade menos enquanto novas subunidades se incorporam a

extremidade positiva.
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A dinamica de polimeriza¢do dos microfilamentos pode ser comparada a fila que
enfrentamos para assistir a um bom filme ou partida de futebol: os primeiros a
chegar (nucleo) vao fazendo com que a fila cresca. Quando a bilheteria é aberta,
os primeiros comegam a comprar e a sair da fila, mas essa permanecera longa se
mais gente for chegando; entretanto, aqueles que estavam atras cada vez mais
se aproximardo da bilheteria. Se todas as pessoas da fila conseguirem comprar
seu ingresso, apods algum tempo a fila terminara. Acompanhe o raciocinio no

esquema abaixo.

Fimdafilam WILF @ W ' @ flP W W qﬁ W fn“ W @ ﬂ? @primeirodafila

Se a fila anda, mas continua entrando gente na mesma:
Poaeoeeoeaveoae
Todos chegaréo a ser o primeiro da fila, mas ela ficard do mesmo tamanho.

Se a fila anda e péra de entrar gente :
AR ER

Vocé também chega a ser o primeiro da fila, mas a fila acabal!

MUITOS MOVIMENTOS CELULARES DEPENDEM DE ACTINA

Vimos na aula sobre microtibulos que algumas células se
deslocam pela acdo de cilios e flagelos. Os microtibulos também sio
responsaveis por guiar os cromossomas para as células filhas durante a
divisdo celular e pela distribui¢io de organelas celulares, como reticulo,
complexo de Golgi e mitocondrias. Por outro lado, a contragio
muscular (que estudaremos em Biologia Celular II), o movimento
amebdide e o estrangulamento final que separa as duas células filhas

ap6s a divisdo, dependem da participagdo de microfilamentos.

Ao se deslocar numa determinada dire¢do, as células
emitem prolongamentos de seu citoplasma que podem ser lobulares
(lobopddios), lamelares (lamelipodios) ou filamentosos (filopodios)
(Figura 24.7). Todos resultam da incorporagio de novos mondmeros
de actina na extremidade voltada para a membrana plasmdtica de

microfilamentos ja existentes (Figura 24.8).



Estardao disponiveis, na plataforma ou no pélo,
videos mostrando a relagdo entre a incorporagdo de
mondmeros de actina ao filamento e os movimentos

celulares; em caso de duvida, consulte o tutor.

Figura 24.7: Lamelipddios (L) e filopddios (F) sdo forma-
dos sob a membrana plasmatica pela polimerizacédo de
filamentos de actina. Foto de Marcia Attias.

Figura 24.8: Novos monémeros de actina (pontilhado) se
incorporam a extremidade plus dos microfilamentos preexis-
tentes, empurrando a membrana plasmatica e sustentando
o deslocamento da célula naquela direcdo (seta).
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Figura 24.9: Os micro-
filamentos podem formar
arranjos em feixes paralelos
(a e b) ou em redes cruzadas
(c). Nos feixes os filamentos
podem ter todos a mesma
orientacdo (a) ou nao (b),
como indicam as cabecas
de seta.

LOBOPODIOS, LAMELIPODIOS OU FILOPODIOS? AS
PROTEINAS ASSOCIADAS A ACTINA

Embora a morfologia de lamelipddios, fiopddios e lobopddios
seja bem distinta, todos sdo constituidos por microfilamentos. O que
faz com que um mesmo tipo de proteina possa formar estruturas tio
distintas, ainda que associadas a fungdes semelhantes? Assim, como
os microtibulos, os microfilamentos se associam a proteinas que
lhes conferem diferentes propriedades. Estas proteinas permitem que
os microfilamentos formem redes ou feixes paralelos (Figura 24.9),
capazes de suportar grandes tensdes e de rapidamente se desmontarem,

dando origem a novos feixes, em outro ponto da célula.

Figura:24.10: A a-actinina
mantém uma distancia (D)
entre os microfilamentos
maior que a fimbrina(d).
Isso permite que outras
proteinas se insiram entre
os filamentos.
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Cada um desses arranjos resulta da associagdo da actina com
diferentes proteinas, das quais as mais comuns s3o: o-actinina (Figura

24.9B), fimbrina (Figura 24.9A) e filamina (Figura 24.9C).

A a-actinina e a fimbrina formam pontes entre dois filamentos de
actina, dando origem a feixes paralelos (Figura 24.10). Essas proteinas
funcionam como espagadores, mantendo equidistantes os filamentos do
feixe. Observando a Figura 24.10, vemos que a o-actinina mantém os

microfilamentos mais distanciados que a fimbrina.

Actina e fimbrina

Actina e a-actina




Nio é dificil concluir que os feixes formados pela fimbrina sdo finos

e compactos, como os encontrados nas microvilosidades (Figura 24.11).

Figura: 24.11 as microvilosidades
(A) sdo sustentadas por um feixe
interno de microfilamentos asso-
ciados a fimbrina.

fa LS A L e I T AN TR O S AW AN ST ee e L

e O S R e >

ey
I ow D SV e ST e

membrana
plasmatica

proteinas que ligam
os microfilamentos
a membrana

Ja a a-actinina permite um espacamento maior entre Os
microfilamentos. Por isso mesmo, outras proteinas podem se inserir,
dando origem a outras estruturas. A a-actinina é encontrada em muitas
células, formando feixes capazes de suportar tensdes, promovendo assim
a adesdo dessas células ao substrato (Figura 24.12). Por isso mesmo
esses feixes sao chamandos fibras de tensdo ou stress fibers, no original
em inglés. Também é essa proteina que mantém o espagamento regular
entre os filamentos de actina nas células musculares esqueléticas, sobre
as quais vocé saberd mais em Biologia Celular II. Na Figura 24.12, os
locais marcados na célula correspondem aos arranjos de filamentos
da Figura 24.9: os filopédios ao arranjo apertado da Figura 24.9B, o
cortex celular ao arranjo entrecruzado da Figura 24.9C e as fibras de

tensdo ao arranjo paralelo da Figura 24.9A.

extremidade plus dos
microfilamentos
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fibras de tensao
filopddio
cortex celular

CITOPLASMA

O N . S——

MATRIZ EXTRACELULAR

filamento de
actina

Figura 24.12: As fibras de tensdo promovem a
adesdo das células a uma superficie (a). Em (b)
vemos que elas sdo formadas por feixes de actina
associados a outras proteinas e espacados por
a-actinina. Em (c), detalhamento de um dos fila-
mentos da fibra e as proteinas a ele associadas,
fazendo ligagdo com o meio extracelular.

a-actinina

CITOPLASMA

vinculina

paxilina
talina

_/

integrina

fibronectina\_‘/q ' MATRIZ
]

50 nm
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A filamina também é uma proteina que interliga filamentos de actina,

mas, ao invés de formar pontes entre filamentos dispostos em paralelo, os

AULA H MODULO 4

filamentos ligados por essa proteina formam uma rede (Figura 24.13).

Dimero de filamina

Figura 24.13: A filamina forma dimeros
cuja distancia entre as extremidades que
se ligam ao filamento de actina permite
a formacdo de redes de filamentos que
se entrecruzam.

Na verdade, o que determina se a liga¢do a actina de cada uma dessas
proteinas dard origem a feixes paralelos, redes ou mesmo se conectara
o microfilamento a membrana plasmatica é conseqiiéncia de sua forma

e tamanho (Figura 24.14).

(. &a8___n
fimbrina m

a-actinina

50 nm

Figura 24.14: Enquanto a fimbrina possui apenas
um sitio de ligacdo para actina, a a-actinina, por
formar um dimero, pode ligar simultaneamente
dois filamentos, assim como a filamina, onde o
espagamento e flexibilidade do dimero permitem
a ligacdo de filamentos entrecruzados.
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Uma célula aderida precisa soltar do substrato para poder se
deslocar, mas se ela soltar todos os pontos de contato ao mesmo tempo
vai ficar boiando! Assim, ela precisa soltar apenas alguns contatos
com o substrato na regido proxima a dire¢io de migracido. A célula
faz isso despolimerizando nesses locais filamentos de actina associados
a o-actinina (como os da Figura 24.12B) e polimerizando novos
microfilamentos mas agora associados a fimbrina para formar filopédios
que vido explorar o caminho. Caso a célula se decida a realmente ir
nessa direcdo, vai precisar estabelecer novos contatos com o substrato
e eles tém de ser sustentados por fibras de tensdo para aglientar a tragio

de puxar o resto da célula para a frente (Figura 24.15).

cortex filopodio substrato

. _ I |

actina nova polimerizando
para estender o filopédio

[ T ’ =

\ movimento de actina ndo polimerizada

’(( ‘

C ]

novos contatos focais se

estabelecendo -

Figura 24.15: Movimento de uma célula
aderida ao substrato.
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Do caldeirao da bruxa

Algumas moléculas se ligam de forma especifica a actina e impedem a dinamica
normal de polimeriza¢do-despolimeriza¢do dos microfilamentos, sendo, portanto,
toxicas para as células.

A faloidina é uma dessas substancias. Extraida do cogumelo Amanita phaloides, a
faloidina forma ligacdes laterais com os filamentos de actina, estabilizando-os. Enve-
nenamentos com esse cogumelo (que pode ser confundido com espécies comestiveis)
sdo tratados dando-se carne crua ao paciente. A actina contida na carne se liga a esta
toxina e impede sua absorcdo. A faloidina é muito util no estudo dos microfilamen-
tos em laboratério, tanto pelo seu poder de estabilizar os microfilamentos — e com
isso ser capaz de estabelecer se os mesmos participam de certos processos celulares

- quanto pela possibilidade de visualizar os microfilamentos, tornando-os fluorescen-
tes pela ligagdo a falacidina, um derivado fluorescente da faloidina.

A citocalasina também é uma toxina derivada de um fungo, capaz de ligar-se especifi-
camente a actina. Difere da faloidina por ligar-se especificamente aos mondmeros da
actina, impedindo assim sua adi¢do aos microfilamentos. Devido a dindmica de poli-
merizacdo-despolimerizagao, os microfilamentos acabam sendo todos despolimeriza-
dos, levando a célula a arredondar-se e desprender-se do substrato.

Embora atuem de maneiras diferentes, tanto a citocalasina quanto a faloidina impe-
dem a participagdo dos microfilamentos em fendémenos celulares como o movimento
amebdide e a fagocitose de particulas. Seriam os Amanitas os cogumelos venenosos

das bruxas mas?

OUTRAS ESTRUTURAS LIGADAS A ACTINA

As hemadcias humanas (Figura 24.16) sio células que durante
o processo de diferenciacio perdem o nicleo e todas as organelas e
membranas internas. Seu formato caracteristico de disco biconcavo
¢ dado pelo citoesqueleto associado a face interna de sua membrana
plasmadtica. Nessas células, os filamentos de actina sio curtos e a
membrana se sustenta numa rede formada pela proteina espectrina
(Figura 24.16). Esta arquitetura permite a distribuicio homogénea das
proteinas da membrana da hemadcia e garante sua flexibilidade, fazendo

com que ela possa se deformar para atingir os capilares mais finos.
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Figura 24.16: As hemacias (A) mantém seu for-
mato biconcavo gragas a uma rede interna de
espectrina (B), que se liga a filamentos curtos
de actina. Estes filamentos, por sua vez, asso-
ciam-se a proteinas transmembrana da hema-
cia, garantindo sua distribuicdo homogénea em
toda a membrana. O esquema B representa a
face citoplasmatica da membrana da hemacia.

Espectrina
(dimero)

Actina (filamento
muito curto

Anquirina
Banda 3
Glicoforim Banda 4.1
I

50 nm

Curiosidade fantasmagorica

A hemacia foi o modelo de estudo da membrana plasmatica que ajudou a produzir a
maioria dos conhecimentos basicos sobre essa estrutura. Geralmente, antes de iniciar
os experimentos, as hemacias eram delicadamente rompidas apenas para vazar o
conteudo de hemoglobina que atrapalhava bastante as analises. Depois do esvazia-
mento, a membrana da hemacia tornava a fechar e a hemacia esvaziada passava a
ser chamada ghost (fantasma). Quando o citoesqueleto sob a membrana foi desco-
berto, suas proteinas foram analisadas por eletroforese e numeradas; algumas sao
conhecidas pelo numero até hoje, apesar de importantes, como a banda 3, principal
transportadora de cloreto, ou a banda 4.1, que ancora o citoesqueleto a membrana;

mas a mais abundante foi batizada de “a proteina do fantasma”: espectrina.
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Traida pela propria actina: a estratégia da Listeria monocytogenes

A bactéria patogénica Listeria monocytogenes, responsavel por um tipo grave de intoxi-
cacao alimentar, desenvolveu uma estratégia particular para movimentar-se dentro
das células que invade. Inicialmente, a bactéria é englobada pela célula hospedeira
em um vacuolo, do qual rapidamente escapa para o citoplasma. Embora ndo possua
estruturas locomotoras, a bactéria é capaz de formar em uma de suas extremidades
uma cauda de filamentos de actina que, ao crescer, funciona como a cauda de um
foguete, empurrando-a pelo citoplasma. Eventualmente, a cauda de actina acaba
empurrando a Listeria na direcdo da membrana plasmatica, levando-a a invadir as
células vizinhas, onde se multiplicara e repetird a estratégia de escape. Acompanhe
as principais etapas desse processo na Figura 24.17. Um video documentando este

curioso fendmeno também estara a sua disposi¢do na plataforma.
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Célula vizinha fagocita a
projecdo contendo a bactéria

Figura 24.17: Esquema (a) e fluorescéncia (b) de uma
célula parasitada pela bactéria Listeria monocitogenes.
(Foto: Tim Mitchinson e Julie Theriot)
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OS MICROFILAMENTOS PODEM SE FRAGMENTAR
RAPIDAMENTE

Assim como algumas substincias sio capazes de estimular o
rapido crescimento dos microfilamentos, determinadas circunstancias
provocam sua subita fragmentag¢do. E o que acontece quando a
proteina citoplasmatica gelsolina se liga a Ca*. Nessas condi¢des
hd uma imediata fragmentagdo dos microfilamentos, provocando o
desaparecimento de estruturas mantidas por eles. Em algumas células,
observa-se que, quando a maior parte da actina se encontra na forma
filamentosa, o citoplasma adquire uma consisténcia gelatinosa, sendo
esse estado chamado gel. Quando a actina se encontra fragmentada,
diz-se que o citoplasma estd no estado sol. A constante transi¢io
entre os estados sol e gel de certas regides periféricas do citoplasma é
fundamental para o deslocamento da célula num substrato. Quando a
célula é tratada com citocalasina (vide box), o citossol tenderd a ficar

no estado sol. Ja a faloidina levara ao estado gel.

0S MICROFILAMENTOS E OS MOVIMENTOS CELULARES:
PROTEINAS MOTORAS

A simples polimeriza¢do-despolimeriza¢do de microfilamentos
ndo é suficiente para justificar a participacdo dos mesmos em fendmenos
como a contra¢do muscular ou o estrangulamento das células-filhas
apds a mitose. Estes eventos requerem, além de proteinas estruturais
que mantenham as conexdes entre microfilamentos e destes com a
membrana plasmdtica, as chamadas proteinas motoras. As proteinas
motoras associadas aos microfilamentos pertencem a uma mesma

familia: as miosinas.

Todas as miosinas sdo capazes de hidrolisar ATP a ADP e
fosfato inorganico (Pi) quando se associam a microfilamentos. Durante
o processo, a molécula de miosina promove o deslocamento do
microfilamento. Este movimento pode ser registrado quando se reveste
uma ldmina com moléculas de miosina e microfilamentos marcados com
uma substancia fluorescente e ATP sdo adicionados. Ao microscdpio de
fluorescéncia os microfilamentos se deslocam de um lado ao outro da

limina. Um clipe deste experimento se encontra disponivel no pélo.



A superfamilia das miosinas engloba vérias subfamilias. Dessas,
as mais importantes sdo as miosinas I, Il e V. Evolutivamente, a miosina
I é mais primitiva e acredita-se que tenha dado origem a miosina II e
todas as outras. A miosina I também é chamada miosina ndo muscular
e € o tipo mais abundante na maioria das células. J4 a miosina II é
caracteristica das células musculares. A miosina V foi descoberta mais
recentemente e é responsavel pelo transporte de vesiculas ao longo
de microfilamentos. Tanto a actina quanto a miosina foram primeiro
descritas em células musculares.

Todas as miosinas possuem uma regiao da molécula conservada,
¢ o chamado dominio motor. Trata-se de uma regiao globular onde a
hidrolise do ATP a ADP e Pi é catalisada. A hidrolise do ATP provoca
uma modifica¢do na posigio relativa entre a miosina e o microfilamento
que lhe esteja proximo que leva a liberacdo do Pi. Deste ponto em
diante, a ligacdo entre actina e miosina se fortalece, a0 mesmo tempo
que uma regido flexivel logo abaixo da cabega globular da miosina se
deforma, fazendo com que a miosina acabe por puxar o filamento de
actina ao qual inicialmente havia se ligado. A dindmica do processo

estd esquematizada na Figura 24.18.
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Figura 24.18

Uma molécula de ATP se liga ao
dominio globular da molécula de
miosina.

A hidrélise do ATP produz ADP e Pi
e muda o angulo entre a cabeca e a
cauda da miosina, fazendo com que o
dominio globular da miosina se aproxi-
me do filamento de actina.

A liberagdo do Pi favorece a ligagdo
entre actina e miosina.

A liberacdo do ADP provoca uma
flexdo da molécula de miosina que
puxa o filamento de actina ligado a
ela.

A associacao entre actina e miosina sé
se desfard com a ligacdo a uma nova
molécula de ATP, permitindo o reinicio
do ciclo.



Além do dominio motor, todas as miosinas possuem uma

cauda que pode manter a molécula ligada a membrana ou a outro

filamento (Figuras 24.19 e 24.20). No caso da miosina I, a cauda é

AULA H MODULO 4

bastante curta; j4 a miosina II é um dimero em que as duas caudas se
entrelacam de modo que os dominios globulares se posicionem em uma
das extremidades da molécula (Figura 24.19). Na miosina V, a por¢do
flexivel da molécula é mais longa, permitindo que seu passo seja maior

do que o da miosina IL

Miosina | WI\\;\\%

Miosina Il

Miosina V

@ cauda cadeias
leves

Cabecas
globulares

150 nm

Figura 24.19 (a): Esquema comparativo das moléculas de miosina |, Il e V. As setas apontam a regiao flexivel da
molécula, que se dobra para produzir o deslocamento do filamento de actina. Na miosina V, a distancia entre
as cabecas globulares é maior, permitindo um deslocamento maior que o da miosina Il. (b) Detalhamento da
organizacao da molécula de miosina Il. Na regido globular da molécula, estdo localizados tanto os sitios cataliticos
para a hidroélise do ATP quanto a regiao que se liga ao filamento de actina.
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Miosin:

vesicula

Miosina I1

Membrana plasmatica

Figura 24.20: A miosina pode provocar (a) movimento de uma vesicula por
sobre um filamento, (b) o deslizamento antiparalelo de dois filamentos
de actina, ou (c) prender-se a membrana e puxar um microfilamento. O
sinal de + indica a extremidade plus do filamento de actina.

Da intera¢io actina-miosina dependem algumas atividades
essenciais do ciclo celular. Assim, o estrangulamento que separa as
células-filhas apds uma divisdo é resultante de um anel de contracao
formado por feixes de actina que deslizam uns em relacdo aos outros
diminuindo o didmetro do anel e trazendo consigo a membrana. Desse
processo participam, além da actina, miosina II e proteinas que ligam o

feixe de actina 2 membrana plasmatica (Figura 24.21).

Figura 24.21: O estrangu-
lamento que resultara na
separacao das células ao

anel contratil

——— J-" T, final da divisdo depende
r..""-. et ) de um anel contratil de
e :| actina e miosina. Foto de
{ . = J Marcia Attias.
x'ﬁh_ __l_.l"lll H‘""“_ _.'__..l'".

e
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PERMANENTES OU TRANSITORIAS: AS ESTRUTURAS
FORMADAS POR MICROFILAMENTOS

Enquanto nas células musculares os microfilamentos e a miosina
a eles associada formam um arranjo estavel, o anel de contragao é uma
estrutura transitOria, que se forma apenas ao final da divisao celular. Em
células que aderem ou se deslocam num substrato, feixes de filamentos
de actina estdo sempre se formando e se associando a complexos de
adesio localizados na membrana plasmatica. Sio os contatos focais
(Figura 24.22). Os contatos focais, por estarem associados as fibras de
tensdo, conferem a célula uma resisténcia que a membrana plasmatica
(composta essencialmente por uma bicapa fluida de lipideos) por si s6
nao seria capaz de proporcionar. Estas regioes de adesio se reorganizam
de forma dindmica, conforme mostrado na Figura 24.15, permitindo a

adesdo, sem impedir o deslocamento da célula.

Figura 24.22: lluminadas pelo sistema de
contraste de fase, é possivel ver como
se distribuem as fibras de tensdo numa . £ .
célula aderida a um substrato. As areas
escuras correspondem aos contatos
focais, regides onde os feixes de fibras - A

se ancoram.(foto: Grenham Ireland) —— \

1

CONCLUSOES

Os microfilamentos sio certamente um dos mais versateis
componentes celulares. De acordo com as proteinas a que se associem
podem formar estruturas completamente diferentes e desempenhar uma
enorme diversidade de funcoes. Esses componentes do citoesqueleto
estdo presentes tanto nos eucariontes animais quanto em vegetais
e fungos. Processos fundamentais como a contra¢gio muscular, o
movimento e a adesdo celular, o englobamento de particulas e a
separagdo de células ao fim da mitose sio todos dependentes desses
filamentos. Igualmente notdveis sio as miosinas, proteinas motoras
que interagem com a actina. A seguir, inserimos uma tabela onde as

principais caracteristicas da actina e das proteinas a ela associadas

estao relacionadas.
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Tabela 24.1
Forma, tamanho e Associacao com a
Funcao da proteina Exemplo peso molecular actina
] Acti —>0nm 370 x 43 kD/um o
Forma filamentos ctina - —
Fortalece o iosi
. Tropomiosina 2 %35 kD
filamento
Forma feixes a partir Fimbrina [ 68 kD

dos filamentos

Forma feixes a partir
Ol-actinina C=D) 2x 10000

dos filamentos

Forma ligagdes cruza- Filamina 2% 270kD
das entre filamentos

Fragmenta filamentos | Gelsolina O 90D

Desliza filamentos Miosina Il ssc —gzxzso kD

Move filamentos ou Miosina | & 150 kD R ATP (=
vesiculas 2 x 265 kD plus 2 x 260 kD

Assodaaponta dosfiler| gspectring | e omsay LA
B o

mentos a membrana

Sequestramondémeros | Timosina 4, C
. @5 P
de actina g
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Os microfilamentos sao filamentos formados por monémeros da proteina
actina. Sao estruturas polarizadas, sendo a extremidade plus a que cresce
mais rapidamente e a minus a de crescimento mais lento.Os microfilamentos
sdo nucleados a partir de trés mondémeros de actina que se combinam a
outras proteinas relacionadas a actina. Geralmente, as extremidades plus

do filamento ficam voltadas para a periferia celular.

A incorporacdo de um monémero de actina a um microfilamento em
crescimento leva a hidrélise de uma molécula de ATP aprisionada no

monomero de actina.

Os microfilamentos sao dotados de instabilidade dinamica, crescendo
e encolhendo a todo momento, redirecionando, assim, a forma e o

deslocamento da célula.

Os microfilamentos podem estar associados a proteinas acessérias que
aumentam sua estabilidade através da formacdo de pontes entre as
subunidades de actina. A tropomiosina (veja tabela 24.1) é uma dessas
proteinas. A faloidina, embora seja uma toxina, também estabiliza os

microfilamentos.

As miosinas sdo proteinas que se associam aos microfilamentos e sdo capazes
de promover o deslizamento entre eles ou o transporte de organelas e
vesiculas através do citoplasma, utilizando-os como trilhos.

Filopodios e lamelipddios sdo estruturas motoras de protozodarios e tipos
celulares como fibroblastos, microfilamentos e proteinas acessorias estruturais

e motoras.

Varias drogas interferem com a dinamica de polimerizacao e despolimerizagao

dos microfilamentos e muitas delas sédo usadas na pesquisa.
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AVALIACAO
1. O que é um microfilamento?
2. Qual a relacdo do ATP com o crescimento de um microfilamento?

3. O que vocé entende por instabilidade dindmica? Como caminha uma molécula de

actina em um microfilamento?

4. Existe um centro organizador de microfilamentos?

5. De que depende a nucleacdo de um novo microfilamento?

6. Como atuam as drogas faloidina e citocalasina?

7. A que fungdes ou estruturas celulares estdo relacionados os microfilamentos?
8. O que sao fibras de tensdo?

9. Como se organiza o anel de contra¢do das células que se dividem?

10. Como atuam as miosinas?
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Trafego Intracelular
de Vesiculas

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:

o Compreender o equilibrio entre o compartimentos das
vias endocitica e secretoria;.

o Conhecer os mecanismos de direcionamento de
vesiculas.

e Enumerar os diferentes tipos de revestimento de
vesisculas e sua funcéo.

e Correlacionar o mecanismo de fusdo de membranas
com a sua especificidade.
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INTRODUCAO
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Na aula 16, vocé aprendeu que as novas moléculas (proteinas, glicoproteinas,
lipidios) produzidas no reticulo endoplasmatico passam dessa organela para
o complexo de Golgi em vesiculas. Depois, na aula 17, vocé aprendeu que
para percorrer o complexo de Golgi as moléculas precisam ser colocadas em
vesiculas que brotam de cada lamela e se fundem com a lamela seguinte, ja
gue as lamelas do Golgi ndo sdo continuas. A principio, isso pode parecer
uma trabalheira absurda, mas como a cada lamela essas moléculas ganham
cadeias de acucar que vao sendo modificadas, com certeza o processamento
dessas moléculas fica mais organizado. No final, ja na rede trans do Golgi, as
moléculas seguirdo para a membrana plasmatica ou para os lisossomas, sempre
dentro de vesiculas.

Repare bem, vocé ndo acha que, de tanto receber vesiculas, a membrana
plasmaética ficaria enorme? (daria para fazer babados, ou, no minimo, umas
preguinhas...). Esse aumento da drea da membrana plasmatica seria muito
prejudicial para a célula, ja que, por conter o citoplasma fluido, o aumento
de area seria acompanhado por um aumento de volume. Colocando um
pouquinho de matematica nesse raciocinio, vocé vai lembrar que: se a area
da membrana aumenta ao quadrado, o volume que ela delimita aumenta ao
cubo. Se o volume da célula aumentasse muito, certamente haveria entrada de
agua (por osmose), o que diluiria o citoplasma, alterando o equilibrio de todas
as reacbes gue la se desenrolam. Por isso, acréscimos de superficie precisam
estar bem controlados.

Em contrapartida, as células precisam se nutrir, inclusive de moléculas que ndéo
atravessam a membrana, e para isso endocitam o fluido extracelular. A formacéo
de vesiculas endociticas reduz a drea da membrana plasmatica, contrapondo-se,
assim, ao processo secretorio. Observando a Figura 25.1, podemos ter uma
idéia do transito de vesiculas envolvidas nas duas principais vias da fisiologia

celular: a endocitica e a secretodria.



lisossoma

endossoma
~— tardio

endossoma
inicial

L Il Il J granulo de
CGN  Golgi TGN secre¢do

Complexo de Golgi

Figura 25.1: Trafego de vesiculas que transportam material do reticulo endoplasmatico
para o complexo de Golgi e dai para a membrana (via secretéria) e de vesiculas que
transportam material endocitado para os lisossomas (via endocitica). MP, membrana
plasmatica; N, nucleo; RE, reticulo endoplasmatico; CGN, rede cis do Golgi; TGN, rede
trans do Golgi.

Concluimos, entdo, que a drea da membrana plasmatica e o
volume celular podem ser mantidos pelo equilibrio entre a chegada
de vesiculas da via secretéria e o brotamento de vesiculas endociticas.
Mas serd que o controle desse equilibrio é simples? Considerando
apenas a via endocitica, lembremos que, na endocitose mediada por
receptor, vesiculas sio devolvidas a membrana quando os receptores

sdo reciclados.

Um experimento relativamente simples buscou testar esse equilibrio
impedindo a formacio de vesiculas revestidas por clatrina. A idéia era
perturbar o equilibrio de drea da membrana através do bloqueio de um
dos tipos de endocitose. Isso foi feito eliminando o gene de uma das
adaptinas (recorde na Aula 20). O resultado esperado era o aumento de
drea da membrana plasmatica. Mas o resultado encontrado foi que, ainda
assim, a 4drea da membrana se mantinha aproximadamente constante!
Isso aconteceu porque a taxa de endocitose de fase fluida aumentou. Esse
experimento sugeriu que o equilibrio é dindmico e nio tao simples.

Um ponto intrigante é: como os compartimentos intracelulares
manteriam a composi¢io de sua membrana e seu limen apesar de
trocarem vesiculas entre si? Essa questdo é particularmente importante
entre lamelas do Golgi. A unica resposta possivel parece ser que cada
compartimento tem de selecionar as moléculas que fardo parte de uma

vesicula antes que ela se solte.
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CARGA DE UMA VESICULA

O conjunto de
moléculas que ela
transporta, o que inclui
nao s6 o seu limen mas
também as moléculas
que compdem a propria
membrana que a
delimita.
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Depois da vesicula formada, ela deve seguir pelo citoplasma
transportando sua CARGA para o destino certo. Serd que seu
deslocamento pelo citoplasma é aleatério, ou seja, ela vai sendo levada

pelos movimentos dos outros componentes do citoplasma?

Aleatério ou ndo, uma vesicula certamente encontrard pelo seu
caminho citoplasmdtico muitas outras vesiculas e compartimentos.
Por que ela ndo se funde com o compartimento errado, levando, por
exemplo, moléculas recém-sintetizadas do reticulo para o lisossoma ao
invés de para o Golgi?

Alias, falando em fundir, como serd que uma vesicula se funde

a outra?

Como vocé pode ver, perguntas nio faltam! Nos ultimos anos,
muitas delas comecaram a ser respondidas. Vamos organizar o assunto
tratando dos seguintes pontos: direcionamento das vesiculas, sua
composic¢do incluindo a sele¢do da carga e por tltimo fusdo de vesiculas

a compartimentos.

Daqui para a frente esta aula contém muitas informagdes incompletas,
como vocé podera perceber, mas isso é devido a falta de informacdes
sobre certos processos celulares reconhecidamente importantes. Nossa
intencdo é trazer as informag¢des mais atuais. Muitas dessas informagdes
serdo supérfluas para vocé hoje, mas decidimos escrevé-las porque, por
enquanto, ndo ha outro texto em portugués que vocé possa usar como
fonte de consulta sobre esse assunto. Ndo se preocupe em guardar nomes
de moléculas, importante mesmo é perceber como funciona em geral o
trafego intracelular de vesiculas (até onde se sabe!).

DIRECIONAMENTO

Quando analisamos as direcOes seguidas pelas vesiculas no
citoplasma de uma célula de mamifero (Figura 25.1), podemos perceber
que as vesiculas da via secretéria se deslocam da regido préxima ao
nicleo, onde se encontram reticulo endoplasmatico e complexo de
Golgi, para a periferia da célula, até chegar a membrana plasmatica.
Convencionou-se chamar essa diregdo de trafego de anterdgrada. J4
as vesiculas endociticas se deslocam passando pelos endossomas
inicial e tardio em dire¢ao aos lisossomas, que costumam estar
preferencialmente na regido perinuclear; essa direcdo de trafego

é dita retrograda.

Com o que vocé aprendeu nas ultimas aulas, ja poderia apostar

que algum tipo de filamento do citoesqueleto estaria envolvido no



direcionamento das vesiculas, j4 que as proteinas motoras podem
fazer com que vesiculas ou mesmo organelas inteiras deslizem ao
longo de microtiibulos ou microfilamentos. Para testar essa hipotese,
um experimento simples seria usar drogas que despolimerizam esses

filamentos e observar se as vesiculas continuam se deslocando.

Os resultados desses experimentos foram muito interessantes.
Ao despolimerizar microfilamentos usando citocalasina, as células ndo
conseguem mais fazer fagocitose, porque a emissio de pseudépodos
depende do remodelamento dos microfilamentos naquela regido. Outra
alteracdao que chamou a atenc¢ao dos pesquisadores foi o “encolhimento”
do reticulo endoplasmatico: ao invés de se manter espalhado por uma
grande area do citoplasma ele se tornou menos ramificado. Entretanto,
os resultados mais marcantes foram obtidos com o uso do nocodazol,
uma droga que provoca a despolimeriza¢do dos microtibulos. Nessa
situacdo, a via endocitica ficava bastante prejudicada, a maior parte
das vesiculas formadas nio conseguia passar o material endocitado
para os outros compartimentos, principalmente do endossoma inicial
em diante (Figura 25.2). Em muitas células, a despolimerizacio dos
microtubulos causava a redistribui¢io dos lisossomos, que deixam de
ser encontrados principalmente na regido perinuclear para se espalhar

na periferia da célula.
MP

endossoma inicial

=
microtibulo

pa

@ »
endossoma tardio
\O
lisossoma O

Figura 25.2: O direcio-
namento das vesiculas
transportadoras da via
endocitica depende dos
microtubulos.
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Nio era s6 na via endocitica que se notavam os efeitos da
despolimerizagdo dos microtibulos. A troca de vesiculas entre reticulo
endoplasmiético e complexo de Golgi também se mostrava alterada.
Como ja foi comentado antes (aula 17), a manutencdo da identidade de
cada uma das lamelas do Golgi é essencial, ja que cada lamela redne
um conjunto de enzimas responsiveis por uma etapa da sintese de
glicoconjugados. Do mesmo modo, é muito importante que proteinas
mal formadas que tenham escapado para o Golgi voltem para o
reticulo endoplasmatico, de onde serdo translocadas para o citoplasma
e destruidas pelo sistema ubiquitina-proteassomos (aula 18). Se os
microtibulos forem despolimerizados, também essas etapas do trifego

de vesiculas deixam de acontecer (Figura 25.3).

Golgi

- OX Oy

Figura 25.3: O deslocamento
de vesiculas do complexo
de Golgi para o reticulo
endoplasmatico depende de
microtubulos.

&
microtibulo

Analisando em conjunto os efeitos da despolimerizagio de
microtibulos sobre o trifego de vesiculas, vocé vai notar que os trechos
afetados sdo aqueles em que as vesiculas se deslocam da regido periférica
para o centro da célula, portanto, na direcdo retrograda. Ja foi testado
experimentalmente, mas vocé até poderia advinhar: o trifego retrogrado
usa proteinas motoras da familia das dineinas para transportar vesiculas ao
longo dos microtiibulos em direcio a extremidade minus desses filamentos.

Quanto aos microfilamentos, alguns pesquisadores tém conseguido
registrar pequenos filamentos de actina, com o aspecto de cauda de cometa,
propelindo uma vesicula, assim como acontece com a bactéria Listeria
monocitogenes (veja box na aula 24). Entretanto, essa é uma idéia ainda nio

muito generalizada, porque foi observada poucas vezes (Figura 25.4).
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Figura 25.4: Esquema de propulsdo de uma vesicula por uma cauda de filamentos
de actina. Micrografias de endossomas de ovocito de rd com a cauda de actina
formada. Fotos de Taunton et al. J. Cell Biol.148:519, 2000.

SELECAO DA CARGA

Vimos na aula 20 que a grande eficiéncia da endocitose mediada
por receptor se deve a concentracio do conteudo das vesiculas
revestidas por clatrina. O mecanismo de concentragdo é a reunido
de véarios complexos receptor-ligante na pequena drea de membrana
plasmatica que vai formar a vesicula, gragas a interagio das caudas

citoplasmaticas dos receptores com adaptinas e clatrina (Figura 25.5).

)

receptor L

w adaptina
|

clatrina

Figura 25.5: Formacao de
uma vesicula revestida
por clatrina.

Na saida da regido trans do complexo de Golgi, ocorre a mesma
concentra¢io de contetdo, também com auxilio do revestimento de
clatrina, s6 que com outras adaptinas. As adaptinas sao grupos de proteinas
que fazem pontes entre a cauda citoplasmatica de receptores, na membrana
plasmatica ou no Golgi, e a clatrina. Sao conhecidos ha bastante tempo
dois complexos de adaptinas, o complexo AP1, que funciona no complexo
de Golgi, e o complexo AP2, que funciona na endocitose mediada por
receptor. Recentemente, mais dois complexos foram descobertos, o AP3,
envolvido na formacio de lisossomas especiais, como os melanossomas, e

o complexo AP4, presente em neuronios.
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Assim, na saida do Golgi, formam-se vesiculas transportadoras
que praticamente s6 contém enzimas lisossomais e se dirigem ao
endossoma tardio e depois ao lisossoma. Nesse caso, o receptor que
interage com as adaptinas do complexo AP1 € o receptor de manose-6P
(aula 20). Vocé ndo acha adequado que as enzimas lisossomais sejam
transportadas em vesiculas exclusivas? Com o contetdo concentrado,
outras proteinas sao excluidas da vesicula e nio irdo parar no lisossoma

por engano.

O mecanismo de concentragdo de carga também é muito adequado
a formacdo de granulos de secrecio. Esses granulos sdo formados no TGN e
contém grande quantidade de uma mesma carga. Podemos citar como exemplos
os granulos dos mastdcitos, que contém histamina, as vesiculas sindpticas, que

contém acetilcolina, os granulos de adrenalina etc. (Figura 25.6).

Figura 25.6: Um mastécito com o citoplasma carregado de granulos de histamina,
antes (A) e depois (B) do estimulo para exocitose. Micrografias de Lawson et al., J.
Exp. Med. 142: 391, 1975.

Todos esses granulos ficam estocados no citoplasma da célula
que os produziu até que um sinal vindo de fora seja transmitido ao
citoplasma (vocé estudou esses mecanismos nas aulas 13 e 14) e
provoque a exocitose de muitos grinulos de uma vez s6, aumentando
a concentragao do contetido do granulo no meio extracelular ou até
na corrente sanguinea. A exocitose de granulos desse tipo é chamada
secre¢ao regulada, enquanto a exocitose de vesiculas que ndo tém o
conteido concentrado, carregando novas moléculas para a propria
membrana, sem esperar ou depender de nenhum sinal, nio passando
por nenhuma etapa de estocagem no citoplasma, chama-se secrecdo

constitutiva (Figura 25.7).
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Figura 25.7: Distribuicdo de moléculas /
na regido trans do Golgi.

OUTROS REVESTIMENTOS

Seguindo a idéia de que o revestimento de clatrina ndo serve
apenas para concentrar a carga, mas também contribui para a formacio
da prépria vesicula, os pesquisadores procuraram revestimentos
citoplasmaticos em trechos do trifego intracelular que nao envolvem

concentragao de conteddo, apenas sua selegao.

A busca focalizou especialmente o trafego de vesiculas entre
o reticulo endoplasmadtico e o complexo de Golgi. Nas vesiculas que
brotam do reticulo, foi encontrado o revestimento de COP II, e nas

vesiculas que brotam da rede cis do Golgi, foi encontrado o revestimento

de COP I (Figura 25.8).

Esses revestimentos tém muito em comum, apesar de as proteinas
que formam cada um deles serem diferentes. O revestimento de COP
I é formado por sete proteinas, e o de COP II por quatro. Ambos tém
em comum o mecanismo de associacdo com a membrana de onde a

vesicula vai brotar (compartimento doador): uma GTPase monomérica

serve como adaptadora do resto do revestimento.

Figura 25.8: Micrografias
eletronicas de vesiculas
revestidas de clatrina
(A), COP1(B) e COP 11 (C).
As fotos estdo na mesma
escala. A e B, de Orci et
al., Cell, 46:171, 1986; C,
foto de Barlowe e Orci.
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As GTPase MoNOMERICA que regulam o trifego intracelular
tém uma outra caracteristica em comum: sdo proteinas ligadas
covalentemente a uma cadeia de 4cido graxo, o que lhes permite
inserir-se em membranas. A cadeia de dcido graxo fica exposta quando

GTPasE a proteina estd ligada a GTP e se esconde quando a proteina estd ligada
MONOMERICA a GDP. Por isso, o estado ligado a GTP € ativo e o ligado a GDP desliga

E uma proteina
formada por uma

unica cadeia que estd
ligada a GTP e é capaz

de hidroliza-lo. Assim A
como as outras GTPases

que vocé conheceu na -
aula de sinalizacio
celular (aula 13), essas e : ;

proteinas estao ativas

quando ligadas a GTP e

ficam inativas depois de

hidroliza-lo. Figura 25.9: Uma GTPase fica inativa quando esta ligada a GDP e tem a cadeia
lipidica oculta em uma reentrancia da molécula, estando soluvel no citoplasma da
célula. A mesma proteina ligada a GTP expde a cadeia lipica e vai funcionar inserida
em uma membrana.

a proteina da membrana, inativando sua func¢io (Figura 25.9).

cadeia lipidica

JININNININ [ SPERTA

Atencéo! Para que a GTPase ligada a GDP passe a estar ligada a GTP, é
preciso que o nucleotideo inteiro seja retirado. Logo ele sera substituido
por GTP, que é muito mais abundante no citoplasma que a forma GDP. A
conversao direta de GDP a GTP pelo acréscimo do terceiro fosfato demanda
energia e s6 acontece na mitocondria, como vamos ver nas préximas aulas.

Para a formacgdo de um revestimento do tipo COP, é preciso
que as adaptadoras desse revestimento, que sio GTPases soliveis no
citoplasma, tenham o GDP substituido por GTP, para que exponham a
cadeia lipidica e possam inserir-se na membrana do compartimento de

onde a vesicula vai brotar (Figura 25.10).

GTPase solavel no m-
citoplasma Figura 25.10: Para que a
GTPase  GTPase fique ativa, uma

inserida e ativa ~ proteina da membrana

do compartimento doa-

dor rouba o GDP, que

membrana do |; logo é substituido por

compartimento de onde vai GTP, ativando a GTPase. A

brotar a vesicula proteina que rouba o GDP
é conhecida como GEF, de
GTP exchanging factor.
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Depois de inserida na membrana, a GTPase vai servir de
adaptadora das outras proteinas do revestimento (Figura 25.11). As
adaptadoras foram identificadas em leveduras e sdo semelhantes, mas
ndo iguais, nas vérias etapas do trafego de vesiculas. A adaptadora de
COP I se chama ARF e a de COP II se chama Sar 1.

proteinas do
revestimento

/

—— vesicula brotando ——

== =

CITOPLASMA

carga transmembrana

carga solavel 4 “
LUMEN '
DO RE o

chaperonas ligadas a
proteinas malformadas

Sar 1 - GTP

subunidades
de COP II

carga
transmembrana

Figura 25.11: Em A, esquema representando apenas as proteinas do revestimento, inclusive
a adaptadora inserida na membrana do compartimento doador. Em B, um brotamento de
vesiculas no reticulo endoplasmatico revestido por COP Il e sua adaptadora Sar1, onde, além
das proteinas do revestimento, foram também representadas proteinas transmembrana
e proteinas soltveis do lumen do compartimento doador que serdo incluidas como carga
na vesicula em formacdo e outras proteinas, como chaperonas, por exemplo, que sendo

residentes no reticulo ndo serdo incluidas.

De novo as leveduras

Muitas etapas do trafego intracelular de vesiculas foram primeiro identificadas em
leveduras. A razao disso é que é muito mais facil produzir nesses fungos mutantes
estaveis deficientes em alguma etapa do trafego intracelular. Correlacionando o
fendtipo do mutante, ou seja, a etapa que ele ndo consegue fazer, com o gene
que foi deletado pode-se inferir qual o papel da proteina que esta faltando. Os
mutantes de levedura deficientes na secrecdo celular foram classificados como
mutantes sec. A maioria das proteinas de mamifero que funcionam no trafego de
vesiculas tem uma proteina correspondente em leveduras classificada como sec.
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Ao contrario do revestimento de clatrina, que despolimeriza logo
que a vesicula se solta do compartimento doador, as COPs continuam
revestindo as vesiculas até que elas atinjam seu destino. Por isso, quando
os revestimentos do tipo COP foram descobertos, tentou-se correlacionar
as etapas do trifego em que cada um deles ocorria com a direcao que a
vesicula iria seguir, anterograda ou retrograda. Depois, com tantas etapas

identificadas, essa idéia ndo ficou muito clara (Figura 25.12).

via endocitica

LEGENDA

'clatrina
'COP I
% COorII

Y, /"\Q"/

—
— y —
secregao constitutiva
ﬁ

R A

secre¢do regulada

¥

RE GOLGI

Figura 25.12: As etapas do trafego e os revestimentos que as regulam.

FUSAO DE MEMBRANAS E A ESPECIFICIDADE DO TRAFEGO
DE VESICULAS

Por que as vesiculas s6 se fundem com o compartimento a que estao
destinadas? O que significa estarem destinadas? Cada vesicula tem em sua
membrana, voltado para o citoplasma, um conjunto de marcadores que serd
reconhecido por marcadores complementares no compartimento-alvo (Figura

25.13). Assim, todas as vesiculas se fundirdo ao compartimento certo.

Os dois tipos mais importantes de marcadores de membrana das

vesiculas e compartimentos celulares sio as SNAREs e as Rabs.

P C ~~ C Compartimento A
C C Compartlmento B

Figura 25.13: Duas vesiculas que tiverem brotado do mesmo compartimento doador, mas carregando
marcadores diferentes, vao se fundir com compartimentos-alvo diferentes, onde cada uma encontrara
marcadores complementares.

Compartimento
doador




SNARES

As SNAREs sio proteinas de cadeia longa e superespiralada
responsaveis pelo reconhecimento entre vesiculas e compartimentos e
também pela prépria fusio entre suas membranas. Elas estdo presentes
tanto na membrana da vesicula quanto na membrana do compartimento
receptor. A SNARE do compartimento doador, que vai ser incluida na
vesicula que estd brotando, é dita v-SNARE (de vesicle SNARE) e a
SNARE complementar que estd na membrana do compartimento-alvo é

a t-SNARE (de target SNARE) (Figura 25.14).

Figura 25.14: O reconhe- v
cimento entre v-SNARE e t-SNARE
t-SNARE é o responsavel
pela especificidade da carga A
fusdo entre vesiculas e
compartimentos.
—v

el

Compartimento

doador v-SNARE

Compartimento A

carga B
~

t-SNARE

As SNAREs ja tinham sido identificadas em leveduras (pelo
método da selegio de mutantes) e em neurdnios de mamifero (veja o
box). Sua semelhan¢a com proteinas virais que promovem fusdo de
membrana fez com que durante alguns anos se acreditasse que tinham
apenas essa funcdo. Lipossomas (vesiculas compostas apenas por
bicamada lipidica, sem proteinas) a que se adicionaram apenas SNAREs
fundiram-se in vitro. Esses experimentos mostraram que apenas essas
proteinas ja eram suficientes para conferir especificidade aos eventos
de fusdo. Traduzindo: para que dois lipossomas se fundissem era

necessario que estivessem carregando SNAREs complementares.

Compartimento B
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A liberacado de neurotransmissores depende das SNAREs

O mecanismo de estocagem de vesiculas sindpticas no terminal pré-sinaptico e sua
exocitose regulada na membrana do neurénio tem sido objeto de intensos estudos
(vocé vai saber muito mais sobre o assunto em uma aula dedicada aos neurdnios, em
Biologia Celularll). Associados aos estudos genéticosem levedura e aosexperimentos
de fusdo de vesiculas in vitro, os resultados obtidos em neurénio formam todo o
conjunto de conhecimentos atuais sobre o assunto. A estrutura do complexo
SNARE formado antes da fusdo de vesiculas foi resolvido pelo sequenciamento
das proteinas envolvidas e modelagem molecular de sua interacdo (Figura 25.15).

t-SNARE

(sinaptobrevina) CITOPLASMA

t-SNARE
(sanap-295)

S8 membrana plasmatica
“#% do neur6nio

t-SNARE
(sintaxina)

Figura 25.15: Quando uma vesicula sinaptica vai ser exocitada, a sinaptobrevina (v-
SNARE) que esta em sua membrana sera reconhecida pela sintaxina e pela snap-25
(t-SNAREs) que estdo na face citoplasmatica da membrana do neurénio.

A fusdo de membranas pode ser dividida em duas etapas:

1) ancoramento (docking): as SNAREs da vesicula e do compar-
Figura 25.16: Etapas da  entg se reconhecem e a vesicula ali se ancora (Figura 25.16).

fusdo entre duas vesiculas,
que levam cargas dife-

rentes, a seus respectivos

compartimentos-alvo. Note

que depois da fusdo pro-

priamente dita o complexo

v-SNARE e t-SNARE fica no o
mesmo compartimento.

—_—
1 - RECONHECIMENTO

2 - FUSAO

complexo v-t-SNARE

complexo v-t-SNARE ﬁ
(=] /
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2) fusio propriamente dita: as SNAREs mudam de conformagio
puxando as membranas da vesicula e do compartimento uma de encontro a
outra, tornando-as tdo proximas que a dagua que separa as duas bicamadas
é excluida, possibilitando a fusdo. O proprio processo de fusio das duas
bicamadas passa por etapas, mas estas sdo tao rapidas que ainda nao é possivel
discriminar experimentalmente, sendo estudadas por hipdteses baseadas nas

propriedades fisico-quimicas das bicamadas lipidicas (Figura 25.17).

10nm

Volte a Figura 25.16 e repare que as duas SNAREs, a que veio com
a vesicula e a que estava no compartimento, passaram a estar na mesma
membrana, o que inviabiliza sua func¢do. Para separa-las, é necessario ATP
e o trabalho de proteinas auxiliares. A mais conhecida é chamada NSF,
uma espécie de chaperona soltvel no citoplasma, que pode agir, com a
ajuda de proteinas adaptadoras, na separacdo de complexos v-t SNARE
de qualquer membrana (Figura 25.18). Depois de separar o complexo,
a SNARE que veio com a vesicula pode voltar ao seu compartimento de

origem, numa nova vesicula que vai brotar, fazendo o caminho de volta.

complexo
v-t SNARE

NSE

adaptadoras ‘
ATP

T U

RECONHECIMENTO FUSAO

SNARE
desacopladas

Figura 25.18: O mecanismo de separacdo das SNAREs.

Figura 25.17: As etapas
hipotéticas do processo
de fusdo de membra-
nas. Em A, a vesicula
se aproximou do com-
partimento-alvo e os
complexos v-t SNARE se
reconheceram, levando a
uma mudanca de confor-
macdo que os aproxima
(b), chegando a excluir
a agua da érea entre as
duas membranas. Com o
contato estreito forcado
pelas SNAREs, forma-se
um “ poro de fusdo” (c),
que transforma as duas
bicamadas em uma sé
(d), que termina por se
romper (e).
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Figura 25.19: No com-
partimento doador, a
Rab sera ativada por
uma GEF (como na
figura 25.10), que rouba
seu GDP e substitui
por GTP, causando a
exposicdo da cadeia
lipidica e a consequente
insercdo na membrana
daquele compartimento
(¢ a membrana que
estd mais perto e a
cadeia lipidica preci-sa
se esconder da agua
rapido!). No com-
partimento-alvo a Rab
serd reconhecida por
uma molécula que vai
prendé-la, funcionando
como receptor, e depois
estimular sua atividade
GTPasica. Ao hidrolizar o
GTP, aRab volta ao estado
soltvel no citoplasma.
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A ESPECIFICIDADE DOS PROCESSOS DE FUSAO DE
VESICULAS TEM GARANTIAS: O PAPEL DAS RABS

As Rabs também sio marcadores de vesiculas, assim como as
SNAREs, e agem em conjunto com elas para garantir a especificidade
do processo de fusio, ou seja, para garantir que uma vesicula nio
va se fundir acidentalmente com o compartimento errado. Rabs sdo
GTPases monoméricas que tém uma cadeia lipidica exposta no estado
ativo — ligado a GTP - e escondida no estado inativo — ligado a GDP
- quando entdo a Rab fica soluvel no citoplasma, exatamente como na
Figura 25.9. Veja na Figura 25.19 como as Rabs agem em conjunto

com as SNAREs.

GEF

Rab ativa

AN
V

v-SNARE

Rab inativa
7\

CITOPLASMA

Nem todas as fun¢des das Rabs sdo conhecidas. Enquanto uma
Rab esta ativada e inserida em uma membrana, ela pode ativar outras
moléculas, que sdo ditas efetoras de Rab. Dentre os efetores de Rab,
supde-se que estejam as moléculas que interagem com as proteinas

motoras e fazem as vesiculas deslizarem ao longo de microtibulos.



Sopa de letrinhas

Vocé achou complicados os nomes das moléculas nesse assunto de fusdo de
membranas? Realmente fica mais facil de entender esses nomes se a gente sabe
de onde eles sairam. Um dos primeiros resultados dos experimentos programados
para estudar os fatores que regulam a fusdo entre os compartimentos celulares
foi usando uma droga que bloqueava completamente todos os processos
de fusdo de membrana, a N-etilmaleimida. O préoximo passo foi identificar a
molécula que era sensivel a essa droga: era o NSF, fator sensivel a N-etilmaleimida
(N-etilmaleimide sensitive factor). Mais alguns estudos e descobriram que
o NSF ndo agia sozinho, precisava de auxiliares, que foram coletivamente
chamadas SNAP (soluble NSF adaptor proteins, proteinas solGveis adaptadoras
de NSF). Pouco tempo depois, foram identificadas, sempre em leveduras ou
neurdnios, as proteinas de membrana as quais o NSF e o SNAP se acoplavam:
finalmente eram descobertas as SNARE (SNAP receptors, receptores de SNAP).

Rabs, uma grande familia

As Rabs e as adaptadoras de COP | e Il (chamam-se ARF e Sar1, respectivamente)
sdo componentes da superfamilia Ras das GTPases monoméricas, a qual tam-
bém pertencem outras moléculas que vocé j& conhece, como a prépria Ras
(aula 14), a dinamina (aula 20), a tubulina (aula 23), e outras que vocé ainda
vai conhecer em Biologia Celular Il, como Rac e Rho (funcionam no controle
do ciclo celular) e Ran (funciona no transporte entre nucleo e citoplasma).
Elas tém em comum a caracteristica de funcionarem como um interruptor
molecular, que liga quando associado a GTP e desliga quando associado a GDP.

Com quase 40 membros conhecidos, a subfamilia das Rab é sem duvi-
da a maior de todas. Cada compartimento celular tem pelo menos
uma Rab caracteristica em sua membrana. Veja quadro 25.1 a seguir.

Proteina Organela

Rab 1 Reticulo e Golgi

Rab 2 Rede cis do Golgi

Rab 3A Vesiculas sinapticas, granulos de secre¢do

Rab 4 Endossoma de reciclagem

Rab 5A Membrana plasmatica, vesiculas revestidas de clatrina
Rab 5C Endossoma inicial

Rab 6 Golgi medial e trans

Rab 7 Endossoma tardio

Rab 9 Endossoma tardio

Rab 11 Endossoma de reciclagem
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RESUMO

O trafego intracelular de vesiculas esta organizado em duas direcoes:

TRAFEGO RETROGRADO TRAFEGO ANTEROGRADO

(setas cheias) (setas pontilhadas)

Membrana plasmatica reticulo endoplasmatico
it

endossoma inicial complexo de Golgi
: A

endossoma tardio : granulos de secrecao
Y o,

lisossomas membrana plasmatica

As setas maiores representam a direcdo majoritaria e as menores representam

trafego em menor escala, geralmente vias de reciclagem.
O trafego retrégrado depende de microtubulos.

A secrecao de vesiculas da rede trans do Golgi para a membrana plasmatica pode ser:
e constitutiva, reciclando elementos da prépria membrana;
¢ regulada, ficando estocada no citoplasma, aguardando um sinal para

exocitose.

Além da via endocitica, o revestimento de clatrina também funciona no complexo
de Golgi, concentrando o conteldo de vesiculas de secre¢do regulada ou que vao

para os lisossomas.

Os revestimentos de COP | e Il funcionam selecionando a carga que sera incluida
em vesiculas que brotam do reticulo e do complexo de Golgi, mas ndo concentram

o conteudo.

As vesiculas possuem marcadores moleculares em sua face citoplasmatica.
Esses marcadores regulam a especificidade do trafego e medeiam a fusdo de

vesiculas.
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Os marcadores de vesiculas do tipo SNARE promovem a fusdo das membranas

aproximando as bicamadas até que se fundam.

AULA ﬁ MODULO 4

Os marcadores Rab garantem a especificidade do trafego e identificam os

compartimentos.
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Mitocondria

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:

e Conhecer as principais caracteristicas das membranas
e compartimentos mitocondriais.

e Discutir a origem simbidtica de mitocondrias e
cloroplastos.

5
N
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—
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O

Conhecer as caracteristicas
de fluidez e permeabilidade
das membranas bioldgicas.

Saber as caracteristicas de
eucariotos e procariotos.
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Muito antes do surgimento dos seres eucariontes, todas as reacbes metabolicas
que resultam na geracdo de energia ja eram executadas em sistemas proca-
riontes ou mesmo pré-bidticos. Nos seres vivos atuais, a energia produzida
nesses sistemas é armazenada em moléculas como o ATP e o NADH.H* e uti-
lizada para geracao de calor (nos seres homeotérmicos), movimentos (como o
batimento ciliar), na sintese de novas moléculas e outros processos essenciais
para a manutencdo da vida celular. Duas organelas se destacam na producao
de ATP para as células: mitocondrias e cloroplastos. Estes ultimos, vocé sabe,
s6 existem nos vegetais e serao estudados mais adiante neste mesmo maédulo.
Nesta aula e na préxima, vamos tratar das mitocondrias.

Na disciplina de Biogquimica, vocé viu que as mitocéndrias produzem ATP, a
principal molécula armazenadora de energia, em dois conjuntos de reacoes: o
ciclo de Krebs e a cadeia respiratoria.

As mitocéndrias estao entre as organelas mais conhecidas, sendo estudadas
ha muito tempo. A razéo do interesse tao antigo por essa organela pode estar
baseada em dois fatores:

— a facilidade com que as mitocondrias podem ser visualizadas, ja que estdo
acima do limite de resolucao do microscopio dptico;

—sao muito antigos os registros do consumo de O2 e liberagao de CO2 por células

vivas, assim como a associacao dessa atividade com a producao de ATP.

Mitocondria, ontem e hoje

Mais de 100 anos apoés sua descoberta, sabemos muito sobre a produgao
de ATP nas mitocondrias e conhecemos sua enorme importancia para a
sobrevivéncia das células. No entanto, essa interessante organela ainda pode
nos surpreender: hd menos de 10 anos foi descoberto e vem sendo estudado
seu papel central na morte celular programada; ainda ha muito por descobrir,
como vocé vai saber em Biologia Celular II.

AS MITOCONDRIAS EXISTEM EM TODAS AS CELULAS EU-
CARIOTICAS?

As mitocOndrias estio presentes no citoplasma de quase todas as
células eucaridticas, incluindo animais, vegetais, fungos, protozodrios e
algas. As exce¢des s30 protozodrios que vivem em ambientes anaerébicos:

amebas, Giardia e Trichomonas.



MITOCONDRIAS EM FORMAS E NUMEROS

Como ja mencionamos anteriormente, é possivel observar
mitocondrias a0 microscopio Optico sem qualquer tipo de processamento
ou coloragio porque seu tamanho, entre 0,5 e 1um, estd acima do limite
de resolu¢do do microscopio. Além disso, a observagio de mitocondrias
também foi facilitada pela descoberta de que um corante histoldgico,
o verde Janus, associa-se especificamente a essa organela. Mas, para
usar o corante, as células precisam ser fixadas; portanto, estardo mortas
quando forem observadas. Assim, foi possivel observar que o nimero de
mitocOndrias variava entre diferentes tipos celulares; da mesma forma,
também era evidente que algumas mitocondrias eram mais arredondadas,
outras mais alongadas. A maioria dos tipos celulares possui muitas

mitocdndrias, de novo com exce¢do de alguns proTozOARIOS (vide box).

MITOCONDRIAS EM MOVIMENTO

Depois que foi possivel observar as mitocondrias em células vivas,
os pesquisadores se surpreenderam com a dinamica dessas organelas:
elas se dividem por fissdo e também se fundem com muita freqiiéncia,
de modo que o nimero de mitocondrias numa célula é o resultado do
equilibrio entre a fissdo e a fusdo das vdrias mitocondrias existentes.

O aperfeicoamento das técnicas de videomicroscopia e a descoberta
de um corante vitaL fluorescente, a rodamina 123, que se concentra
em mitocondrias apenas se elas estiverem funcionando, permitiu a
observacao da distribui¢io das mitocondrias nas células, seu formato
alongado, o equilibrio dindmico entre fissdo e fusdo das organelas e seu

deslocamento, rapido e direcionado.

Pelo menos dois grupos

de PROTOZOARIOS, 0s
tripanosomatideos — que
incluem o Trypanosoma
cruzi, agente da
doenca de Chagas, e

as Leishmanias, que
causam as leishmanioses
tegumentar e visceral —
e os Apicomplexa — que
incluem Toxoplasma

e Plasmodium,

agentes causadores,
respectivamente,

da toxoplasmose

e da malaria

— possuem apenas

uma mitocondria.
Nesses protozodrios, a
mitocondria é bastante
grande e pode ser
ramificada.

CORANTE VITAL

E aquele que s6 cora
células vivas. Existe
ainda outra classe de
corante que evidencia
células vivas: os
corantes de exclusao.
As células vivas sao
capazes de impedir a
entrada dos corantes
de exclusdo, que assim
s6 entram em

células mortas.
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Usando a rodamina 123, foi possivel observar que as mitocondrias
sdo capazes de se deslocar usando microttibulos como trilhos (Figura 26.1)
e, diferentemente de outras organelas que também se deslocam usando
o citoesqueleto (por exemplo, vesiculas secretdrias), as mitocondrias
se deslocam nas duas direcdes, para a extremidade minus ou para a

extremidade plus, associando-se ora a dineina ora a kinesina.

Figura 26.1: Distribuicdo das mitocondrias (@) num fibroblasto vivo corado com
rodamina 123. Note o formato alongado das organelas. Depois de fixada, a mesma
célula foi incubada com anticorpos antitubulina num procedimento de imunofluo-
rescéncia (b), que revelou a grande coincidéncia entre a distribuicdo de mitocondrias
e microtubulos. Fotos: Lan Bo Chen.

Evidentemente, a ultra-estrutura das mitocondrias s6 pode ser
observada ao microscopio eletrénico. Em cortes ultrafinos, observamos que
as mitocondrias possuem duas membranas, a mais interna, com invaginagoes

chamadas cristas, e uma matriz eletrondensa (Figura 26.2).

Figura 26.2: Micrografia
eletrénica de transmissao
de um corte ultrafino de
mitocéndria. Note as
invaginagdes da membra-
na mitocondrial interna,
formando as cristas, e a
matriz eletrondensa.
Foto: Daniel Friend.

No entanto, s6 a observagdo em microscépio de alta voltagem
(veja a Aula 2) permitiu a visualizacio do formato alongado e fino das
mitocondrias, com ramificacdes que podem ser processos de fissdo ou

de fusao (Figura 26.3).



Figura 26.3: Mitocondrias
alongadas em células de
epitélio de caramujo obser-
vadas ao microscopio de alta
voltagem. As mitocéndrias
sdo muito mais eletronden-
sas do que o citoplasma e se
concentram na regido apical
da célula. E possivel observar
cristas e ramificagdes.

Foto de Pierre Favard.

O namero de MITOCONDRIAS presentes no citoplasma de uma célula
eucariética pode variar de algumas dezenas a milhares, dependendo
da necessidade de energia daquele tipo celular naquele momento. Se a
demanda por ATP se mantiver alta por algum tempo, a quantidade de

mitocOndrias aumentara.

PARA ONDE SE MOVEM AS MITOCONDRIAS?

Vocé pode notar, comparando as Figuras 26.1 e 26.3, que o
posicionamento das mitocondrias no citoplasma das células varia muito.
Na Figura 26.4, esquematizamos a distribui¢io de mitocondrias nos

dois tipos celulares das fotos citadas.

Figura 26.4: Em células como os fibroblastos (a) as mitocondrias se distribuem
acompanhando os microtubulos. Ja no epitélio de absor¢do (b), as mitocdndrias se
concentram na regido apical, onde ocorre a absor¢do de nutrientes.

A MULTIPLICACAO
DAS MITOCONDRIAS

Como assim, a
quantidade de
mitocondrias
aumenta? Quer dizer
que elas proliferam?
Sim! Elas se dividem
independentemente
do ciclo celular, ou
seja, de modo nédo
coordenado com a
divisdo da propria
célula. Claro que

vocé lembrou que

as mitocondrias tém
DNA! Vocé também ja
conhece a hipotese de
que as mitocondrias
se originaram

de procariotos
fagocitados pelo
eucarioto ancestral (ou
célula pré-eucariotica,
reveja a Figura 15.3,
na Aula 15) que se
tornaram simbiontes.
Ao longo desta aula,
vamos colecionar
semelhangas e
diferencas entre
mitocondrias e
procariotos. Segure s6
um pouquinho mais

a curiosidade que a
gente ja vai conversar
sobre isso, mais
adiante.
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N3io apenas isso, na maioria das células, elas se deslocam muito,
como se corressem ao longo dos microtibulos para atender a necessidade
de ATP em diferentes pontos da célula (Figura 26.4a). Em alguns tecidos,
essa necessidade € alta (Figura 26.4b) e muito localizada, fazendo com
que as mitocondrias fiquem “paradas” nesses locais. O “parada” esta
entre aspas porque mitocondrias na verdade nunca estio paradas;
mesmo sem se deslocar, elas tém uma vibracdo que resulta do grande
movimento de cargas associado as suas membranas, como veremos na
proxima aula. Bons exemplos de células em que as mitocondrias estao
imobilizadas sdo o espermatozdide e o tecido muscular cardiaco. No
espermatozoide (Figura 26.5), todas as mitocOndrias se encontram na
cauda, isto é, no flagelo, enroladas ao redor do axonema. Como vocé
provavelmente sabe, um espermatozdide precisa nadar sem parar no
trato urogenital feminino, buscando o 6vulo. Para garantir que nio falte
ATP para as dineinas flagelares (veja a Aula 23), as mitocdndrias estao
bem ali ao lado. Essa localiza¢io das mitocondrias do espermatozdide
somente no flagelo tem uma conseqiiéncia interessante: como na maioria
dos processos de fertilizacao dos mamiferos o flagelo do espermatozoide
ndo entra no ovocito, todas as mitocondrias do zigoto serdo herdadas

da mie (heranga uniparental).

mitocondrias axonema

Figura 26.5: Esquema (a) e micrografia (b) mostrando mitocondrias ao redor do axo-
nema do flagelo do espermatozédide. Foto da colec¢do do Laboratério de Microscopia
Eletrénica da Uerj.



No coracdo, as mitocdndrias ficam comprimidas entre as
miofibrilas do musculo cardiaco, garantindo que nado falte ATP para
a contracgdo. O substrato para a produgio de ATP também pode estar
associado, na forma de goticulas de gordura (Figura 26.6). Vocé ja pensou
se para contrair o musculo cardiaco dependesse da chegada de ATP por

difusdo, a partir de mitocondrias que estivessem distantes?

miofibrilas

w W & mitocondrias

Figura 26.6: Esquema (a) e micrografia
(b) mostrando mitocondrias compri-
midas entre as miofibrilas cardiacas,
proximas a goticulas de lipideo.

I
" i

mitocondrias lipidios

PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DAS MEMBRANAS E COM-
PARTIMENTOS MITOCONDRIAIS

As mitocdndrias s3o delimitadas por duas membranas nao coladas,
uma externa e uma interna, que assim definem dois compartimentos, o
espaco intermembranar e a matriz mitocondrial. As principais caracteristicas
de cada um desses componentes foram estudadas separadamente, em
experimentos de fracionamento celular (Figura 26.7). Em seguida,

examinaremos essas caracteristicas.
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Mitocondrias intactas purificadas

1 Em meio hiposmético, a mitocéndria
incha e a membrana externa se rompe

\ Por centrifugagao, é possivel separar o contetdo soluvel
” do espaco intermembranar, as vesiculas de membrana
| externa e a matriz, ainda envolvida pela membrana interna.

Espago intermembranar

Matri e, 2
a+r|z N, 4‘ Vesiculas de

+
[ X 32
membrana interna I ..le’ membrana externa

N

Rompimento da
membrana interna
com detergente ou

ultrassom

centrifugagao

DALTON

E uma unidade

de massa ou

raio molecular,
gue expressa a
velocidade com
que uma molécula
sedimenta por
ultracentrifugacao.
A velocidade de
sedimentacdo varia
também com as
caracteristicas do
liguido em que

ela esta dissolvida
(densidade,
viscosidade), e

a velocidade de
ultracentrifugacao.
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Membrana

interna

Matriz Membrana
externa

Figura 26.7: Separacao
dos componentes mito-
condriais por fraciona-
mento celular.

Membrana mitocondrial externa — é uma membrana cuja
bicamada lipidica ndo possui caracteristicas especiais, assemelhando-
se a bicamada lipidica do reticulo endoplasmatico. Ja as proteinas
inseridas nessa membrana sdo especiais. Podemos citar como tipica dessa
membrana e essencial para o funcionamento da organela a presenga da
porina. A porina é uma proteina transmembrana (reveja a Figura 8.8)
que tem uma conformagao tridimensional tio diferente que forma um
poro hidrofilico, permitindo a passagem de moléculas com até 5000
DALTONS pela membrana mitocondrial externa. Ou seja, devido a presenga
da porina, a membrana mitocondrial externa nao forma uma barreira
para ions e pequenas moléculas. Curiosamente, a porina da membrana
mitocondrial externa é muito similar a proteinas formadoras de poros

encontradas na membrana de bactérias Gram negativas.



Além da porina, a membrana externa da mitocdndria possui com-
plexos transportadores que reconhecem seqiiéncias sinalizadoras para
importagio de proteinas e as transportam do citoplasma para dentro da
mitocondria. Vamos conhecer mais sobre esses complexos adiante.

Espaco intermembranar — como a membrana externa ndo forma
uma barreira, a composi¢do i6nica desse compartimento é semelhante a
do citoplasma. Esse espaco nada teria de especial, ndo fosse a presenga dos
complexos enzimaticos de interconversao de nucleotideos. Parece complicado?
Na verdade s6 as palavras sdo complicadas. Vocé ja viu, em Bioquimica, e
vamos relembrar na proxima aula, que o metabolismo mitocondrial produz
muito ATP, mas s6 uma molécula de GTP por volta do ciclo de Krebs. Vocé
ja sabe também que a célula usa GTP e outros nucleotideos trifosfatados em
varios processos de sinalizagdo interna para polimerizar microtibulos, para
transportar vesiculas etc. Claro que a produ¢do mitocondrial de GTP ndo ia dar
nem para a saida! Mas a esperta da mitocondria consegue transferir o fosfato
do ATP diretamente para um GDP, formando GTP (e ADP, claro, mas este volta
para a matriz mitocondrial para ser refosforilado). Isso também funciona para
formar CTP e UTP, nucleotideos usados na adi¢ao de agticares. Essa conversao
é irreversivel, isto €, os outros nucleotideos nao conseguem devolver o fosfato
para o ADP. Os complexos enzimaticos que fazem isso sao soltveis, mas sio
grandes demais para sair pela porina, e assim ficam presos logo ali no espago
entre as membranas (Figura 26.8), esperando os ATPs recém-formados para
“roubar” o fosfato de alguns e transferir para GDP, CTP e UTP (ndo parece

a histéria do Robin Hood, que tirava dos ricos para dar aos pobres?).

Membrana mitocondrial
externa

Membrana mitocondrial
interna

MATRIZ

enzimaticos

CITOPLASMA

(volta a matiz,
para ser
fosforilado)

Figura 26.8: Os complexos enzimaticos existentes no espago intermembranas transferem

o fosfato de parte do ATP produzido para outros nucleotideos, como o UDP e o GDP.

O ATP, adenosina
trifosfato, € o nucleo-
tideo fosfatado mais
conhecido na geracdo
de energia. Além
dele, existem também
o GTP, guanidina
trifosfato, importante
na polimerizacdo de
microtubulos e na
sinalizacdo celular; o
CTP, citosina trifosfato,
e o UTP, uridina
trifosfato, que atuam
na adicdo de aclcares.
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Membrana mitocondrial interna — essa membrana, sim, é muito
especial. E a bicamada lipidica mais fluida e menos permeavel de uma
célula. Vocé lembra que as membranas s3o tanto mais fluidas quanto mais
fosfolipideos com cadeias de acido graxo curtas e insaturadas e menos
colesterol tiverem? A bicamada da membrana mitocondrial interna tem
fosfolipideos com essas caracteristicas e ndo possui nenhum colesterol.
E importantissimo que ela seja bastante fluida porque o funcionamento da
cadeia transportadora de elétrons depende do choque entre as moléculas.
J4 a quase impermeabilidade (quase, porque a membrana mitocondrial
interna é permeavel a agua e a gases, como O,, CO, e NO) ¢ atribuida
a um fosfolipideo especial: a cardiolipina. A cardiolipina tem esse nome
porque foi descrita primeiro em mitocondrias do musculo cardiaco, mas
depois foi encontrada em todas as mitocondrias. Esse fosfolipideo é
resultado da jun¢do de duas fosfatidilcolinas, formando um fosfolipideo
com quatro cadeias de dcido graxo (é quadriipede!). Dessa forma, a drea
ocupada pela cabeca polar corresponde ao dobro do niimero de cadeias

hidrofébicas na regidao hidrofébica da membrana (Figura 26.9).

N

Fosfatidilcolina cardiolipina

Figura 26.9: Esquema comparativo dos fosfolipideos fosfatidilcolina, cardiolipina
(verde) e uma bicamada lipidica semelhante a membrana mitocondrial interna.

Quando se faz uma extra¢do bioquimica que separa os lipideos e
as proteinas da membrana mitocondrial interna e depois se seca e pesa
o conteudo, constata-se que essa membrana tem muito mais proteinas
do que lipideos. E a maior relagio proteina/lipideo da célula (70/30).
Nio é dificil imaginar por que a membrana mitocondrial interna tem
tantas proteinas:

— é nela que ocorre a cadeia transportadora de elétrons, e seus
componentes sdo proteinas da membrana interna;

— ¢é na membrana interna que estd a enzima que sintetiza ATP, a

ATP sintase, em grande nimero de cépias;



- se a bicamada lipidica da membrana interna é bastante imper-
medavel e, no entanto, é preciso que muitas moléculas cheguem a matriz
e de 14 saiam atravessando essa membrana, ela tem de ter muitos trans-
portadores, carreadores etc.

Matriz mitocondrial — o contetido da matriz mitocondrial é tao
concentrado que ndo se espalha logo que a membrana mitocondrial
interna é rompida, como representado na Figura 26.7. A matriz é como
um coléide que vai se dispersando devagar. Como esta isolada por uma
membrana bastante impermedavel, a matriz mitocondrial tem composi¢do
i0nica muito particular. Seu pH, por exemplo, é bem maior que o do
citoplasma, cerca de 8, porque a cadeia respiratéria bombeia prétons
para fora da mitocdndria, alcalinizando a organela (mas sem acidificar
o citoplasma, ja que o volume deste é muito maior).

O estado fisico coloidal da matriz é resultado de uma grande
concentragao de macromoléculas, em que se destacam:

a) proteinas solaveis:

—as enzimas do ciclo de Krebs;

— as enzimas que fazem a B-oxidacao dos acidos graxos;

— a piruvato desidrogenase, complexo enzimdatico muito grande
e abundante que € essencial para o funcionamento do ciclo de Krebs a
partir de glicose (e que vamos ver na préxima aula);

b) acidos nucléicos:

- DNA;

—RNAs: ribossomais (rRNA), transportador (tRNA), e o equiva-

lente a0 mensageiro (mRNA).

Na préxima aula, vamos abordar o metabolismo mitocondrial,
com as proteinas e enzimas que dele participam, do ponto de vista celular.
Por ora, vamos nos deter nos 4acidos nucléicos encontrados na matriz

mitocondrial.

O GENOMA DAS MITOCONDRIAS E CLOROPLASTOS

A descoberta de que mitocédndrias e cloroplastos (Aulas 28 e 29)
possuem acidos nucléicos (DNA e RNA) despertou enorme curiosidade
entre os pesquisadores. Procuramos incluir nesta aula algumas das con-
clusdes dessas pesquisas, que tiveram enorme influéncia na elaboracio

das teorias sobre a evolugdo da vida em nosso planeta.
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De novo, os
protozodrios!

Por alguma razéo, nos
tripanosomatideos, os
circulos de DNA estao
presos uns aos outros
como os elos de uma
corrente. Por isso,
formam um aglomerado
eletrondenso na regido
da mitocondria que

fica proxima a base

do flagelo (Figura
26.10b). Devido a essa
proximidade, pensava-se
que era uma estrutura
ligada ao batimento
flagelar e deu-se a ela

o nome de cinetoplasto
(que significa corpusculo
do movimento). Nesses
protozodrios, os genes
contidos no cinetoplasto
parecem ter relacdo
com a infectividade do
parasito e sdo muito
estudados.
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Diferentemente do DNA nuclear, nas mitocdndrias e nos
cloroplastos essas moléculas sdo circulares (Figura 26.10a) e nio possuem
histonas, como 0 DNA de procariotos. Em cada organela, estdo presentes
varias moléculas de DNA iguais que geralmente estio associadas em
pequenos grupos espalhados pela matriz mitocondrial (e pelo estroma

dos cloroplastos).

Figura 26.10: Micrografias de um circulo de DNA mitocondrial isolado (a) e do cineto-
plasto (seta em b) do Trypanosoma cruzi, formado por varios circulos associados; M,
mitocéndria; N, nucleo. Foto a, de David Clayton; foto b, de Isabel Porto Carreiro.

As muitas moléculas de DNA de uma mitocondria sdo produzi-
das por replicagdo. No entanto, a replicagio do DNA de mitocdndrias
e cloroplastos nio estd regulada pelos mesmos mecanismos que a
replicagao do DNA nuclear. Além de replicadas, as moléculas de
DNA de mitocéndrias e cloroplastos também sdo transcritas por
enzimas préprias das organelas, produzindo RNAs que, por sua vez,
sdo traduzidos por ribossomos também nas préprias organelas.

Os ribossomos de mitocondrias e cloroplastos sdo diferentes
dos ribossomos citoplasmdticos. Especialmente os dos cloroplastos
sdo semelhantes aos ribossomos de bactérias e conseguem até mesmo
funcionar em conjunto com enzimas ou tRNA de bactérias. Quando a
sintese de proteinas em mitocondrias e cloroplastos comega, o primeiro
aminodcido da cadeia é sempre formil-metionina, como nos procariotos,
enquanto nos eucariotos o primeiro aminodcido é sempre metionina.
Apesar dessas diferencas e do descompasso na replicagdo, a traducio
nas mitocondrias tem de ser bastante coordenada com a que ocorre no
citoplasma, ja que a grande maioria das proteinas das mitocondrias esta

codificada no nicleo. Os poucos genes presentes na organela codificam



para subunidades de enzimas mitocondriais que dependem da chegada,
vindas do citoplasma, de outras subunidades da mesma proteina para

poder montar a enzima funcional.

Nem tudo é igual!

Além das muitas semelhancas com os dcidos nucléicos e as enzimas
de procariotos, existem diferencas marcantes também. Talvez a maior
delas esteja no codigo genético. No cddigo nuclear de todas as espécies,
o significado de alguns copons é bastante conservado.

No genoma mitocondrial de animais e fungos, o c6digo univer-
sal para fim de leitura (stop codon), por exemplo, ndo tem esse signi-
ficado, codificando para o aminodcido triptofano. Ja no genoma das
mitocdndrias de plantas, o significado também é parada de leitura.

O RNA das mitocéndrias e cloroplastos é mais permissivo no
pareamento com os cédons. Enquanto nos eucariotos e procariotos cada
codon tem um significado, nas organelas a terceira base pode variar, sem
mudar o significado. Isso permite usar menos tRNA diferentes (sdo 22
nas mitocondrias e 30 no citoplasma). Por isso, os bidlogos molecula-
res dizem que o codigo genético das mitocondrias é mais relaxado, no
sentido de menos exigente.

O genoma de mitocondrias e cloroplastos pode ter tamanhos muito
diferentes, sendo o dos cloroplastos geralmente maior. Numa mesma
planta, o genoma da mitocondria pode ter cerca de 200 mil pares de
bases, enquanto o do cloroplasto tem 250 milhdes de pares de bases.

Os menores genomas de organelas sdo os das mitocdndrias de
animais, que tém entre 16 e 19 mil pares de bases. O genoma da mito-
condria humana, por exemplo, é bem pequeno e ja foi completamente

sequenciado.

Copon

Conjunto de trés
bases nitrogenadas,
codificando um
aminoacido, o inicio
ou o fim da leitura.
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O genoma mitocondrial humano

O seqlienciamento completo do genoma mitocondrial humano mostrou que ele é
formado por dois genes que codificam para RNA ribossomal, 22 genes que codificam
para RNA transportador e 13 genes que codificam para proteinas. Sua caracteristica
mais marcante (comum a varios genomas mitocondriais) é que todos os 16.569
nucleotideos presentes fazem parte de algum gene, ou seja, ndo ha regides nao
codificantes nem espaco para regices reguladoras. Ao mesmo tempo, apresenta alta
taxa de substituicdo de nucleotideos, cerca de 10 vezes maior que a taxa nuclear.
Por isso, a comparacdo de seqiiéncias mitocondriais humanas tem sido muito Gtil
no estudo da migracdo de populagdes.

O sequienciamento do genoma mitocondrial teve grande impulso depois da
guerra do Vietna porque, pressionado pelas familias dos soldados mortos que
ndo aceitavam os tumulos do “soldado desconhecido”, o exército americano
financiou e executou um grande trabalho de andlise do DNA mitocondrial
dos soldados mortos. A razdo do interesse é que o DNA mitocondrial é o mais
adequado para a identificacdo de cadaveres muito destruidos. Por ser menor,
estd menos sujeito a quebras; por ser circular, € mais facil saber se a molécula esta
completa; por estar presente em mais de mil copias por célula, é mais facil de ser
encontrado; por ser herdado apenas da mae, as comparacdes para identificacdo
sao mais faceis. Depois da metodologia estabelecida, o DNA mitocondrial ja foi
usado para identificagdo de cadaveres muito antigos ou destruidos (como os
restos mortais da familia do Ultimo czar russo) e vem sendo frequientemente
usado em genética forense (como, por exemplo, na busca dos netos por avés
argentinos, cujos filhos “desapareceram” durante a ditadura).

Nio apenas os 4cidos nucléicos de mitocdndrias e cloroplastos
se parecem com os de procariotos, mas também as préprias enzimas
que trabalham na transcricao e na traducdo dentro da organela tém
caracteristicas em comum com as enzimas dos procariotos, sendo inibidas
pelas mesmas drogas (Figura 26.11). Surpreendentemente, essas enzimas
sdo elas proprias completamente codificadas por genes do ntcleo e

traduzidas no citoplasma.

=\

DNA—>RNA——— > RNA

K&

proteina precursora

citoplasma

mitocondria v
ou cloroplasto proteina importada

_ proteina sintetizada
DNA N RNA na organela

acridinas cloranfenicol
eritromicina
tetraciclina

Figura 26.11: As drogas que inibem a transcricdo no nucleo (c-amanitina) e a
traducdo e citoplasma (ciclo-heximida) de uma célula sdo diferentes das que ini-
bem transcricdo (acridinas) e traducao (cloranfenicol, tetraciclina e eritromicina) em
mitocondrias ou cloroplastos na mesma célula.
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Talvez vocé tenha reconhecido algumas drogas na Figura 26.11, ja que as drogas
que inibem traducdo nas mitocéndrias e cloroplastos sdo as mesmas que inibem
a traducdo em bactérias e por isso sdo usadas como antibiéticos. Mas vocé nao
precisa achar que vai exterminar suas mitocondrias tomando esses antibioticos,
porque eles se concentrardo nas bactérias que tém uma taxa de tradu¢do muito
mais acelerada que as mitocéndrias.

IMPORTACAO DE PROTEINAS MITOCONDRIAIS

Como vocé viu, a maioria das proteinas presentes em mitocOn-
drias e cloroplastos estd codificada no genoma nuclear e é sintetizada
no citoplasma. Como vio parar dentro das organelas?

Para entrar em mitocdndrias e em cloroplastos, as proteinas
precisam ter seqiiéncias sinal que serdo reconhecidas por receptores na
membrana externa das organelas. Isso lembra a entrada de proteinas no
reticulo endoplasmatico, ndo lembra?

Uma diferen¢a muito marcante entre a entrada de uma proteina
no reticulo e na mitocondria é que uma proteina sé entra na mitocon-
dria depois que foi completamente sintetizada, ou seja, a importagio
de proteinas pela mitocondria é pos-traducional. No entanto, assim
como no reticulo, a proteina precisa estar desenovelada para passar
pelos translocadores mitocondriais. Por isso, uma proteina mitocondrial,
mesmo depois de completamente sintetizada, continua ligada a varias
chaperonas, que impedem o enovelamento precoce ou a agregagio de
varias proteinas (reveja esse conceito na Aula 18). As chaperonas sé vao
se soltar da proteina depois que ela for reconhecida pelos translocadores
mitocondriais.

Existem dois grupos de translocadores, os complexos TOM (Trans
Outer Membrane, translocase de membrana externa) e TIM (Trans
Inner Membrane, translocase de membrana interna) (Figura 26.12).
Eles podem funcionar separadamente, s6 o0 TOM para proteinas de
membrana externa e do espago intermembranar e, TOM e TIM para

proteinas de membrana interna e proteinas da matriz.

CEDERJ 103

AULA ﬁMODULO 5



Biologia Celular | | Mitocéndria

Figura 26.13: Importagédo
de uma proteina da matriz
mitocondrial.
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complexo TOM

subunidades

receptoras
1
Figura 26.12:
Os complexos membrana
de importacao externa

mitocondriais
translocase
da membrana
externa (TOM)
e translocases
de membrana
interna (TIM).

membrana
TIM 23 interna

L

Vamos imaginar uma proteina de matriz mitocondrial. Ela é

complexos TIM

sintetizada no citoplasma, mantida desenovelada por chaperonas até que
sua seqliéncia de sinal seja reconhecida por uma TOM (Figura 26.13).

chaperona
citoplasmatica

proteina
precursora

ﬁchaperona ATP
mitocondrial
o +P

Uma vez reconhecidas, as chaperonas se soltam e a hidrolise
de ATP por essas chaperonas contribui para que a TOM transporte a
proteina para dentro. Logo que sua seqiiéncia-sinal aparecer no espaco
intermembranar, uma TIM vai reconhecé-la e transloca-la para a matriz
com a ajuda da energia do gradiente de prétons da cadeia respiratéria
(Figura 26.13). Ao chegar a matriz, sua seqiiéncia-sinal é cortada, e
a conformacio funcional é adquirida com a ajuda das chaperonas
mitocondriais.

Com certeza, esse mecanismo seria mais eficiente se a passagem
pelas duas membranas fosse consecutiva. Essa idéia é confirmada pela
existéncia de sitios de contato entre a duas membranas da mitocondria,
observada em algumas preparag¢des especiais de microscopia eletronica
(Figura 26.14), e pela descoberta de que uma das TIM (a TIM 23) é uma

proteina das duas membranas.
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Figura 26.14: Observando ao microscopio eletronico de alta voltagem um corte
espesso de mitocdndrias do fungo Neurospora crassa preservadas por congelamento,
é possivel observar que as membranas externa e interna mantém distancia aproxi-
madamente constante, exceto nos pontos de contato (no detalhe), que se acredita
sejam os locais de importacdo de proteinas para a matriz mitocondrial. Foto de
Daniela Nicastro (J. Struct. Biol. 129:48, 2000).

ORIGEM SIMBIOTICA DE MITOCONDRIAS E CLOROPLASTOS

Agora que vocé ja conhece melhor as caracteristicas de mitocon-
drias e cloroplastos, podemos voltar a discussdo sobre a origem dessas
organelas.

As mitocondrias teriam se originado a partir da fagocitose de
procariotos aer6bicos por eucariotos que ndo os destruiram e passaram
a usufruir de grandes vantagens numa época em que o teor de oxigé-
nio da atmosfera terrestre estava aumentando. Os novos eucariotos
desenvolveram, entdo, uma relagdo de simbiose com os procariotos que
fagocitaram e passaram a predominar porque podiam obter muito mais
energia a partir dos substratos disponiveis. A aquisi¢do das mitocondrias
também liberou a membrana plasmatica das tarefas de produgio de
energia, possibilitando outras especializacbes que contribuiram muito
para o aumento da complexidade dos eucariotos.

Mas serd que essa hipotese é verdadeira? Ainda nao foi possivel
testa-la diretamente, ja que ainda nao se conseguiu “cultivar” mitocon-
drias e depois oferecé-las a um eucarioto sem mitocondrias, como uma

ameba, na tentativa de refazer o evento simbidtico. O estudo de outras
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relacbes simbidticas, entre protozodrios e bactérias, tem contribuido
bastante para o entendimento do processo. Algumas caracteristicas argu-
mentam fortemente a favor da origem procariética das mitocdndrias:

1) A presenga de porinas na membrana mitocondrial externa — pela
hipétese da origem simbidtica, a membrana externa da mitocéndria cor-
responderia 8 membrana do vaciolo fagocitico, portanto, a presenca de
uma proteina tipica de procariotos nessa membrana parece contraditoria.
No entanto, o estudo detalhado da membrana do vaciolo que envolve
parasitos, como Trypanosoma, Toxoplasma etc. mostrou que é comum
a inser¢do de proteinas do parasito na membrana do vactolo.

2) A presencga de cardiolipina, fosfolipideo tipico de procariotos,
formado na prépria mitocondria a partir de duas fosfatidilcolinas.

3) A presenga de DNA circular em multiplas c6pias, sem histonas.

4) A presenca de RNA transportador semelhante ao de procariotos.

5) A presenga de ribossomos semelhantes aos de procariotos.

6) A sintese de proteinas comegando sempre por formil-metionina.

A tentagdo de considerar a hipotese verdadeira é grande, ndo?
Mas ainda é preciso explicar algumas divergéncias, como as diferengas
no codigo genético, que ndo é semelhante ao de eucariotos, mas também
ndo é semelhante ao de procariotos.

Mitocondrias sempre se originam de outras mitocondrias, que
aumentaram de tamanho e depois sofreram fissdo. Apesar de possuirem
o proprio DNA e ainda manterem os processos de replicacdo, transcri¢cio
e traducdo, poucas proteinas e RNAs estao codificadas pelo genoma da
prépria organela, tornando-as dependentes do genoma nuclear e dos
mecanismos de sintese e transporte citoplasmaticos. Durante a evolugio,
a relacdo simbidtica aprofundou-se, envolvendo a transferéncia de genes
do simbionte para o nicleo do eucarioto hospedeiro. Essa transferéncia
foi lenta, durante milhoes de anos, porque, além de serem transferidos
para o nicleo, os genes precisam se adaptar aos mecanismos de replica-
¢do e controle de expressdo génica dos eucariotos, incorporando-se ao
genoma de maneira estavel e produzindo mRNA capaz de ser lido e de
conter em si mesmo o sinal de direcionamento para mitocondria. Assim,
as mitocondrias se tornaram totalmente dependentes do hospedeiro,
deixando de ser um simbionte para se tornar uma organela. Como o
processo de transferéncia génica é unidirecional, sdo considerados mais
evoluidos os genomas mitocondriais menores, que ja transferiram mais

genes, como o genoma mitocondrial humano.



De que procarioto as mitocondrias e os cloroplastos descedem?

Certamente, a relacdo simbidtica entre eucariotos e mitocondrias
€ mais antiga e data de um periodo anterior a separagao entre animais
e plantas. Acredita-se que o evento endocitico que incorporou as
mitocondrias aos eucariotos data de cerca de 1,5 x 10° anos, quando os
niveis de oxigénio na atmosfera aumentaram. Comparando as seqiiéncias
génicas, as mitocondrias parecem ter se originado de bactérias purpura; e
os cloroplastos, muitos anos depois, com animais e vegetais ja separados

evolutivamente, de bactérias fotossintéticas (Figura 26.15).
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EXERCICIOS

1. As mitocondrias de todos os tipos celulares sao morfologicamente iguais?
2. Como se organiza estruturalmente a mitocéndria?

3. Quais as principais caracteristicas da membrana mitocondrial externa?

4. Quais as principais caracteristicas da membrana mitocondrial interna?

5. Quais as principais caracteristicas do espaco intermembranas?

6. Quais as principais caracteristicas da matriz mitocondrial?

7. Por que as mitocondrias representaram um grande salto evolutivo para os seres

eucariontes?
8. Como se distribuem as mitocdndrias em uma célula?

9. Como é feita a importacdo de proteinas mitocondriais cujos genes se encontram

no nucleo?

10. Por que se acredita que as mitocondrias resultam de uma relacdo simbidtica

entre uma bactéria e uma célula eucarionte primitiva que a fagocitou?
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Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:

e Associar a estrutura e composicao das membranas e
compartimentos mitocondriais ao seu funcionamento.

O
N
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Todo o conteudo de Bioquimica I.
Compartimentos endociticos.

Caracteristicas de fluidez e
permeabilidade das
membranas bioldgicas.
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Agora que vocé ja conhece melhor a ultra-estrutura das mitocéndrias, vamos
rever um pouco do seu funcionamento, que vocé ja estudou em Bioquimica,
para que melhor possamos correlacionar estrutura e funcao.

A principal fungao das mitocdndrias é produzir ATP, e elas fazem isso com
o melhor rendimento possivel. Para isso, precisam obter a energia necessaria
para fazer a ligacdo ADP + Pi, que é muito grande.

O mecanismo que deu certo evolutivamente e esta presente, em sua esséncia,
em todos os eucariotos aerdbicos é o da obtencdo dessa energia em etapas.
Em cada uma, a energia obtida é armazenada em compostos temporarios,
como NADH.H* e FADH,, ou em gradientes de concentracao, até que possa
atingir os niveis energéticos necessarios para fazer a ligacao.

O que vamos estudar nesta aula é o aspecto geral dessas etapas, sem detalhar
reacdes quimicas nem nomes de moléculas, a ndo ser as inevitaveis, porque
isso € um assunto que vocé esta aprendendo em Biogquimica. Em contrapartida,
preocupa-nos mostrar em que locais as rea¢des ocorrem e o quanto elas sao

dependentes do arranjo estrutural desses locais.

DE ONDE VEM A ENERGIA? OS COMBUSTIVEIS CELULARES

Para conseguir fazer a ligagio ADP + Pi, a célula precisa quebrar
outras ligacoes quimicas. Vdrias ligacdes carbono-carbono sdo quebradas
até conseguir a energia para formar ATP. As liga¢oes carbono-carbono
estdo presentes em abundincia nos compostos organicos e, assim, uma
célula pode “escolher” as ligagdes que vai quebrar. Claro que ela preserva
sua propria estrutura, do mesmo modo que ninguém escolheria obter calor
numa lareira queimando as proprias cadeiras da sala, a ndo ser que ndo
houvesse alternativa. Numa célula, ¢ mais ou menos assim: ela s6 quebra
suas proteinas, lipideos e agiicares estruturais se nao houver alternativa.

O combustivel preferencial é a glicose, que fica armazenada no
proprio citoplasma das células. Para armazenamento, as moléculas de
glicose formam polimeros: o amido, no caso das células vegetais, e
o glicogénio, nas células animais, fungos e alguns protozodrios.

O glicogénio é um polimero organizadissimo, no qual as moléculas
de glicose ficam empacotadas junto com as enzimas que vao quebrar o

polimero quando for necessirio (Figura 27.1).



enzimas cataliticas
e regulatérias

Granulos de glicogénio
no citoplasma de uma célula

Figura 27.1: Micrografia e esquema de um granulo de glicogénio, que tem o poli-
mero de glicose no meio e enzimas na periferia.

Algumas células tém maior capacidade de armazenar glicogénio;
entre elas, destacam-se os hepatdcitos. Mas o glicogénio armazenado
nio € a unica fonte de glicose. Alids, a célula s6 comega a quebrar o
polimero se nao houver glicose disponivel na circulagio sangiiinea, vinda
diretamente da alimentagao. Se houver, o metabolismo celular usa pre-
ferencialmente a glicose livre que entrou por transporte passivo do tipo
uniporte ou difusdo facilitada pelo simporte com Na* (veja Aula 10).
Quando a célula absorve mais glicose do que ela precisa naquele momen-
to, o excedente é incorporado no polimero de glicogénio. Mas isso tem
limite! Se um animal ingere glicose demais (s6 o homem faz isso!), ela
serd convertida em gordura pelo metabolismo do figado. Infelizmente, o
contrdrio nao é verdade, o metabolismo animal nio consegue converter
gordura em quantidades significativas de glicose (a gliconeogénese a
partir de gorduras é uma habilidade especial das sementes).

Se a glicose circulante atingir niveis muito baixos, um horménio
— o glucagon - se encarrega de mobilizar outro substrato energético:
as gorduras armazenadas. S6 que esse estoque energético nao estad em
cada célula, e sim em células especiais de armazenamento, os adipdcitos.
Os adipdcitos sdo células do tecido conjuntivo dotadas de algumas
caracteristicas especiais: possuem receptores especificos para reconhecer
os horménios que indicam quando armazenar e quando disponibilizar as
gorduras e um citoesqueleto adequado para acomodar grandes depésitos
de gordura: filamentos intermedidrios constituidos por vimentina que

formam uma espécie de gaiola que impede que as goticulas de gordura
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célula pr;cursor
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Figura 27.2: Os adipécitos
se diferenciam a partir
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mulagdo de gordura,
em goticulas que véo
se agrupando e chegam
a empurrar o nucleo.
Com a mobilizacdo da
gordura pelo metabo-
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fiquem se chocando com as organelas, pressionando-as (Figura 27.2).
Quando o adipdcito estd muito cheio de gordura, seu nucleo fica

deslocado para a periferia da célula.

nucleo

goticulas de gordura

(@), pela acu-

de tamanho,

no citoplasma de um 1 ]
adipocito. Tum

Quando estimulado pelo horménio glucagon, o adipdcito coloca
em circulagdo particulas de lipoproteina de baixa densidade (LDL).
As LDL (formadas por uma proteina associada a triglicerideos, colesterol
e fosfolipideos) transportam moléculas hidrofobicas pela corrente
sangliinea de maneira adequada (reveja a Figura 20.5). Uma vez na
corrente sangiiinea, as particulas de LDL serdo distribuidas para todas
as células, que poderdo endocita-las com a ajuda do receptor de LDL,
como vimos na Aula 20. Depois de percorrer a via endocitica e chegar
aos lisossomos, as particulas serdo digeridas e as moléculas formadoras
serdo transportadas para o citoplasma, estando, assim, disponiveis
para serem usadas em reagOes de sintese de outras moléculas que a
célula precisar ou no metabolismo energético. Algumas células tém seus
proprios depdsitos de gordura. O exemplo mais notério é o do musculo
cardiaco, ja comentado na aula passada, que depende do ATP produzido
pelas mitocdndrias, que mantém o estoque do substrato mais energético

a disposi¢ao, bem pertinho das mitocondrias e das fibras musculares.



Nem todas as células tém receptores para LDL! As exce¢des mais importantes sdo os neurdnios do sistema
nervoso central. Eles s6 conseguem produzir ATP a partir de glicose. Por isso, o organismo animal ndo
esgota todos os depositos de glicogénio que possui. As células do figado conseguem obter glicose a
partir de seus depdsitos de glicogénio e bombear para a corrente sangtinea ao invés de usa-la em seu
citoplasma, de modo que os neurdnios possam obté-la. Essa atividade é estimulada pelo glucagon, o
mesmo hormoénio que mobiliza os depdsitos de gordura dos adipdcitos, para sustentar o metabolismo
energético das outras células que ndao os neurdnios. Ah! Esse mesmo hormonio produz a sensagdo de

fome, fazendo-nos comegar a procurar novas fontes de glicose para refazer os estoques.

E por isso que depois de algum tempo fazendo exercicio intenso, em jejum, ficamos com tonteira e com
a visdo escurecida. Este é um estado de hipoglicemia, que independe da mobilizacdo dos estoques de

gordura e s6 sera revertido pela ingestdo de glicose.

ACUCARES OU GORDURAS? QUAL O MELHOR COMBUSTIVEL?

Qual substrato escolher? Assim como o motor a 4lcool e 0 motor
a gasolina tém cada um suas vantagens, as cadeias de acido graxo dos
triglicerideos tém muito mais liga¢cdes de carbono para quebrar do que
a glicose, (0 que resulta em mais energia), mas estao longe (nos adip6-
citos) e d4 um trabalhdo consegui-las. A melhor op¢do entio é quebrar
os polimeros de glicogénio, que estdo ali mesmo no citoplasma. Nosso
estoque de polimeros de glicose dura aproximadamente 12 horas de
atividade normal; em contrapartida, o estoque de gordura dos adipdcitos
de um adulto normal dura cerca de um més. Nio é possivel mudar essa
relagao porque os polimeros de glicose ocupam muito mais espaco e sio
muito mais densos do que os depdsitos de gordura. Se tivesse que esto-
car substratos energéticos suficientes para um més acumulando apenas
glicose, um homem normal pesaria cerca de 30 quilos a mais.

Portanto, embora a quebra de moléculas de dcido graxo seja mais
rentdvel, porque essas moléculas tém mais liga¢des carbono-carbono, as

moléculas de glicose sdo mais faceis de obter.

GLICOSE COMO SUBSTRATO

Os polimeros de glicogénio sio quebrados no citoplasma por
enzimas que estao associadas aos proprios granulos (Figura 27.1),
liberando moléculas de glicose.

Cada molécula de glicose é trabalhada separadamente, numa via
metabdlica também citoplasmadtica, a via glicolitica. Vocé ja aprendeu
em Bioquimica que essa via tem vdrias etapas, cada uma catalisada por

uma enzima. Neste momento, interessa-nos o rendimento dessa via: uma
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molécula de glicose, que tem seis carbonos, serd quebrada em duas moléculas
de piruvato, com trés carbonos cada uma. Claro que essa quebra, além de
outras “arrumacdes” da molécula, libera energia, que é usada para formar

duas moléculas de ATP diretamente e reduzir dois NADs a NADH.H*. Na

presenga de oxigénio, o piruvato entra na mitocondria (Figura 27.3).

KGlicogénio \

n glicose

<

-

Figura 27.3: No citoplas- )
ma, ocorre a quebra de 2 piruvato[3C]

glicogénio em n molé-
culas de glicose, e a via
glicolitica quebra cada
glicose em dois piru-
vatos, que entram na

mitocondria. \

ENFIM, CHEGAMOS A MATRIZ MITOCONDRIAL!

/

E facil para o piruvato passar a membrana mitocondrial externa,
mas, por ser uma molécula carregada negativamente, para ultrapassar
a interna ele precisa ser transportado ativamente. Mais adiante, vamos
esclarecer como é feito esse transporte.

Uma vez na matriz mitocondrial, o piruvato é logo quebrado pela
piruvato desidrogenase. Essa enzima é, na verdade, um grande complexo
multienzimatico. Ela separa os trés carbonos do piruvato em uma molécula
de dois carbonos e outra de um carbono s6, aproveitando a energia liberada,

evidentemente, para reduzir NAD a NADH.H* (Figura 27.4).

coenzima A

Figura 27.4: A piruvato desidrogenase piruvato 3C

é um grande complexo zi-matico da

matriz mitocondrial, formado por

vérias subunidades representadas .

aqui pelos complexos A, B e C. O %COZ fﬁ acetil CoA 2C

complexo age sobre o piruvato,
quebrando-o em acetil-CoA e CO,, e
reduzindo uma molécula de NAD.
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No ambiente cheio de oxigénio, o carbono liberado logo se torna
CO,, sendo excretado na respiragdo e incorporando-se a atmosfera. Os
outros dois carbonos sdo acoplados a coenzima A, formando acetil-CoA,

o ponto de entrada no ciclo de Krebs.

ACIDOS GRAXOS COMO SUBSTRATO

Ja vimos que os 4cidos graxos chegam a célula endocitados como
moléculas de triglicerideos dentro de particulas de LDL. Depois de dige-
ridas nos lisossomos, as moléculas de triglicerideos liberam as cadeias
de 4acido graxo que sdo transportadas para o citoplasma e chegam as
mitocondrias. Os 4cidos graxos passam as membranas mitocondriais
através de uma seqiiéncia de reagdes conhecida como Ciclo da Carnitina
e chegam a matriz mitocondrial.

Na matriz mitocondrial, as cadeias de acido graxo s3o metabolizadas
por um conjunto de enzimas que ligam coenzima A e depois cortam a cadeia
sempre depois do segundo carbono (Figura 27.5). Como o segundo carbono

é chamado carbono B, esta via se chama B-oxida¢do dos acidos graxos.

(0]
Cl_ (|;_ !;_Cl — Cl_ (|: —_ l_ CI_ lc_c / Figura 27.5: Na B-oxidacdo dos éci.dos
| | | | | | [ AN graxos, a cadeia recebe uma coenzima
I el
A e logo apds é cortada no segundo
carbono. Assim, a cadeia vai produzindo
+ CoASH uma acetil-coenzima A para cada dois
+ NAD carbonos retirados. No esquema, cada
dois carbonos estdo sombreados por
| | | | | | | /O cores diferentes.
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Vocé reparou que uma molécula de glicose vai render duas acetil
CoA, enquanto um acido graxo de 10 carbonos produz 5 acetil-CoA?
E a maioria dos 4cidos graxos tem entre 16 e 20 carbonos!

Reparou também que, se o metabolismo parasse aqui, terifamos
acumulado varios NADH.H*, mas nenhum ATP teria sido formado? E

para onde vao todas as acetil-CoA?

Corpos cetonicos

Quando gastamos muito ATP sem ingerir glicose e mobilizamos intensamente
os depositos de gorduras, a quantidade de acetil-CoA formada no figado é
enorme. Nesses casos, duas acetil CoA se condensam para formar acetoacetato,
que é transportado pelo sangue para os tecidos. Se a mobiliza¢do de gorduras
continuar por algum tempo, outros produtos podem se formar, como o
hidroxibutirato e a acetona. Esses compostos sdo chamados corpos cetonicos
e se distribuem por todos os liquidos corporais, desde o sangue e a urina até
o suor e a saliva. Sdo eles os responsaveis pelo cheiro de sabdo que sentimos
no suor depois de intenso exercicio aerébico em jejum. Como sdo téxicos
para o sistema nervoso central, seus efeitos se somam ao da falta de glicose,
produzindo um desmaio (cuja causa pode ser prontamente identificada pelo
cheiro de acetona no halito) que coloca o individuo em repouso forcado até
a chegada de mais glicose (as vezes no pronto-socorro!).

Se o objetivo do metabolismo mitocondrial é quebrar ligacoes
para obter energia suficiente para ligar ADP e Pi, por que a ligacdao
dos dois ultimos carbonos, tanto do metabolismo de glicose quanto do
metabolismo de 4cido graxo, ndo foi desfeita? Em vez disso, recebeu

uma coenzima A?

DEPOIS DE TANTAS PERGUNTAS, ALGUMAS CONSIDERACOES

Imagine que a ligagio entre os dois carbonos da acetil coenzima A
tivesse sido desfeita. Resultariam carbonos que logo se transformariam
em CO, e seriam perdidos para a atmosfera! Seria uma maneira rapida
de perder todos os carbonos do substrato para a atmosfera, reduzindo,
assim, o numero de carbonos incorporados a matéria viva. Isso acar-
retaria uma reducdo da biomassa que teria sido evolutivamente muito
prejudicial.

A ligagio de coenzima A cumpre duas fungdes: impede que os dois
tltimos carbonos sejam separados, e perdidos, e faz com que eles sejam reco-
nhecidos pela proxima etapa do metabolismo, também realizada por enzimas

da matriz mitocondrial: o ciclo de Krebs ou ciclo do acido citrico.



CICLO DE KREBS

Como vocé ja estudou o ciclo de Krebs em Bioquimica, vamos nos
"dar ao luxo" de apenas apontar suas caracteristicas gerais. A utilidade
deste ciclo é incorporar a acetil-coenzima A com seus 2 carbonos a uma
molécula de 4 carbonos, resultando numa molécula de seis carbonos (o
acido citrico, que também d4d nome ao ciclo). Desses seis carbonos, dois
sao retirados a cada volta do ciclo, transformando-se em CO, e indo
para a atmosfera, mas nio sio os dois carbonos que vieram com a acetil
coenzima A que permanecem incorporados por trés voltas do ciclo. Esse
tempo a mais de permanéncia dos carbonos na biomassa é o suficiente
para que haja equilibrio entre a quantidade de carbonos perdidos por-
todos os organismos aerdbicos e a quantidade de carbonos incorporados
a biomassa pela fotossintese dos seres autotroficos. Claro que o equilibrio
entre dois eventos tdo independentes quanto a respiracdo e a fotossintese
sofre flutuacdes significativas, mas a longo prazo e de maneira global tem
permitido o aumento da biomassa, que sustenta a vida no planeta.

Acompanhe na Figura 27.6 o destino dos carbonos que vieram da
acetil coenzima A e a engenhosa quebra da ligagao dos dltimos dois carbonos
de modo a obter toda a energia contida nas moléculas de substrato.

Na Figura 27.6, os dois carbonos que vieram com a acetil-CoA
estao marcados. Depois de se juntarem aos outros quatro carbonos e de um
pequeno ajuste na molécula, o primeiro carbono é retirado e transformado
em CO,. A energia liberada é usada para reduzir NAD a NADH.Hv,
sobrando 5 carbonos na molécula. Em seguida, mais um carbono é retirado,
produzindo mais NADH.H*. A molécula que sobra tem 4 carbonos, mas
nao é igual aquela capaz de se ligar a acetil-CoA. Por isso, a segunda metade
do ciclo é dedicada aos ajustes necessdrios para reconstituir a molécula
original. Nesses ajustes, mais uma molécula de NADH.H* e uma de FADH,
sdo produzidas, além do unico GTP diretamente formado. Terminados
o0s ajustes, temos de novo a molécula de quatro carbonos capaz de ligar
nova acetil-CoA, mas repare que ela contém os dois carbonos trazidos pela

acetil-CoA da volta anterior do ciclo.
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Figura 27.6: O ciclo de Krebs.

CADE O ATP? ATE AGORA, "NAD"!

Muito bem, todas as liga¢des carbono-carbono do substrato foram
quebradas, produzindo muitas acetil-CoA, que giraram o ciclo de Krebs
muitas vezes, mas ATP, que é bom, até agora, nada!

A energia liberada pela quebra das ligacdes foi temporariamente
armazenada na reacao de oxidorreducio de NAD em NADH.H*. Esse
armazenamento é realmente temporario; logo que se reduz, o NADH.H* é
alvo da enzima NADH desidrogenase, que o reoxida, roubando seus elétrons

e passando-os adiante, iniciando, dessa forma, a cadeia respiratoria.
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CADEIA RESPIRATORIA OU CADEIA TRANSPORTADORA DE
ELETRONS

A enzima NADH desidrogenase é a primeira de uma sequiéncia de
proteinas da membrana mitocondrial interna, que tém a capacidade de
atrair elétrons, porque possuem um atomo metdalico ligado. Esse dtomo
pode ser ferro ou cobre, justamente os elementos capazes de assumir duas
conformacdes estdveis, de valéncia 2* ou 3*. Cada uma das proteinas da
cadeia respiratdria tem o dtomo metdlico ligado de modo a ter maior ou
menor afinidade por elétrons.

A NADH desidrogenase é o maior dos complexos protéicos que
formam a cadeia respiratoria. Na Figura 27.7, estdo esquematizados esses

complexos e suas atividades.

ESPACO nH’ nH Citocromo ¢
INTERMEMBRANAR T

MEMBRANA
MITOCONDRIAL
INTERNA

NADH + H* ubiquinona ]
10nm
MATRIZ NAD'
MITOCONDRIAL
NADH Complexo Complexo citocromo
desidrogenase b-c1 oxidase

A cadeia respiratéria também pode ser iniciada pela FADH desidrogenase,
cujo substrato sdo as moléculas de FADH, formadas no ciclo de Krebs.

A cadeia respiratéria é formada por trés complexos protéicos de
grande porte: a NADH desidrogenase, o complexo citocromo b-c1 e a
citocromo oxidase ou citocromo a-a3. Entre os grandes complexos, ha

moléculas pequenas, a ubiquinona ou coenzima Q e o citocromo c.

Todos os componentes da cadeia respiratdria sio proteinas da membrana
mitocondrial interna e ndo estao interligados fisicamente. Para que os elétrons
passem de um componente da cadeia para outro, é preciso que eles se choquem, dai
aenorme importancia da fluidez da membrana mitocondrial interna. Os choques
devem ser ordenados, de modo que o percurso dos elétrons seja da molécula de
menor afinidade por elétrons até o oxigénio, passando por todos os componentes
da cadeia. O que favorece o ordenamento € a alternincia entre grandes complexos
enzimaticos e proteinas pequenas, os grandes em menor niimero, 0s pequenos em
grande quantidade. Assim, o ordenamento dos componentes da cadeia respira-

toria, apesar de importante, € um fendmeno probabilistico.

Figura 27.7: Cadeia trans-
portadora de elétrons na
mem-brana mitocondrial

interna.
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FORMANDO UM GRADIENTE DE PROTONS

A NADH desidrogenase, que retirou os elétrons do NADH.H*,
perde esses elétrons ao se chocar com a coenzima Q, porque esta tltima
tem mais afinidade por elétrons. Ter mais afinidade significa precisar de
menos energia para prender os elétrons; a diferenca de energia entre a
ligagdo dos elétrons na NADH desidrogenase e na coenzima Q é usada
pela prépria NADH desidrogenase para bombear prétons para o espaco
intermembranar através da membrana mitocondrial interna. A coenzima
Q, por sua vez, s6 vai manter os elétrons até se chocar com o complexo
b-c1, que os rouba por ter um pouco mais de afinidade.

Ja o citocromo ¢ tem muita afinidade por elétrons e consegue
liberar uma boa quantidade de energia ao roubd-los do complexo b-
cl; essa energia também ¢é usada pelo complexo b-c1 para bombear
préotons para o espaco intermembranar. As moléculas de citocromo ¢
sdo muito méveis na membrana e logo se chocam com o dltimo grande
complexo, a citocromo oxidase, que rouba os elétrons, mas por pouco
tempo, ja que eles logo sdo transferidos ao oxigénio. A diferenga de
energia de ligacdo entre os elétrons e a citocromo oxidase e os elétrons
e 0 oxigénio é usada pela enzima para bombear prétons para fora (olhe
de novo a Figura 27.7, reparando no bombeamento de prétons através
da membrana mitocondrial interna).

O transporte de elétrons ao longo da cadeia respiratoria libera
energia aos poucos, de modo que ela pode ser aproveitada para criar
um gradiente de protons através da membrana mitocondrial interna.
Essa membrana é bastante impermeavel, de modo que o gradiente ndao
pode se desfazer por difusdo. A tinica passagem possivel para os protons
voltarem a matriz mitocondrial é um complexo protéico transmembrana
muito abundante: a ATP sintetase. Essa enzima tem varias subunidades
(Figura 27.8), formando uma por¢do transmembrana, dita F, e uma
por¢io que fica projetada para dentro da matriz mitocondrial, dita F,.
Quando os prétons acumulados no espaco intermembranar passam
por dentro do canal formado pela por¢ao F, as subunidades cataliticas
que estdo na porgao F, sdo ativadas e promovem a ligagdao ADP + Pi,

formando ATP (finalmente!).



MEMBRANA
MITOCONDRIAL
INTERNA

Claro que o ATP s6 se forma se os protons voltarem a matriz
mitocondrial por dentro da ATP sintase. E a impermeabilidade a prétons
da membrana mitocondrial interna que garante isso. Se o gradiente de
prétons pudesse se desfazer por outras passagens nao acopladas a sintese

de ATP, a energia acumulada se dispersaria, gerando calor.

"Desperdicio” util

Em algumas situacoes, esse aparente desperdicio de energia pode ser interessante:
os bebés de mamiferos nascem com o mecanismo de controle da temperatura
corporal ainda imaturo e precisam garantir que certas regides do corpo ndo
sofram resfriamento. Nessas regides, que sao principalmente a base do cranio e
a regido do timo (localiza-se sobre o coracdo), existe um tecido adiposo especial
que, de tdo cheio de mitocondrias, fica marrom (por serem ligadas a ferro ou
cobre, as proteinas da cadeia respiratéria sdo marrons). As mitocondrias da
gordura marrom sdo especiais porque elas tém uma proteina transmembrana
na membrana mitocondrial interna, a termogenina, que funciona como um
IONOFORO de protons, desfazendo o gradiente sem formar ATP e gerando o calor
necessario. A propria atividade mitocondrial vai consumindo a gordura marrom,
que acaba desaparecendo em poucos meses.

lon6GFORO

E uma molécula que se insere em membranas e passa a funcionar como um canal
especifico para certo ion e que esta sempre aberto.

A Figura 27.9 retine no mesmo esquema a cadeia respiratéria e a

sintese de ATP, que sdo eventos acoplados.

Figura 27.8: Esquema da
ATP sintetase (a), com sua
por¢do transmembrana F,
e a porgdo F, se projetando
na matriz mitocondrial.
Em b, a enzima é compara
da com uma turbina, onde
a passagem dos protons,
como se fosse a passagem
de agua, faz girar a turbi-
na, transmitindo a energia
suficiente para formar ATP.

Figura 27.9: A sintese
de ATP acontece gracas
ao gradiente de ATP
formado pela cadeia
respiratoria.

MEMBRANA
EXTERNA

MEMBRANA
INTERNA
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ATP: DA MITOCONDRIA PARA A CELULA

Repare que o ATP foi formado dentro da mitocondria. Como ele
ndo atravessa a bicamada lipidica, ficaria, em principio, aprisionado
dentro da organela. Para sair, ele é trocado por ADP, num mecanismo que
ndo apenas garante a disponibiliza¢io do ATP formado, como também
serve de controle do metabolismo, ja que o ATP s6 sai da mitocondria
se houver ADP para entrar; se hd ADP para entrar, significa que ATP foi
hidrolizado em algum lugar no resto da célula. Se nio houver ADP, o
ATP nio sai e a ATP sintetase para de funcionar por falta de substrato,
isto é, de ADP. A proteina que faz a troca ATP por ADP é conhecida
pela sigla ANT (Adenine Nucleotide Transporter, que também quer
dizer formiga, em inglés) e é uma das mais importantes no metabolismo
mitocondrial. Na Figura 27.10, estio esquematizados os mecanismos de
entrada dos substratos mais importantes do metabolismo mitocondrial,
todos sustentados pelo proprio gradiente de protons: o ADP, apesar de
menos negativo, entra trocado pelo ATP que sai, enquanto o fosfato e o
piruvato, por serem ambos muito negativos, entram de carona com as

cargas positivas quando o gradiente de prétons se desfaz.

ADP ™ ADT' ™

o gradiente de
voltagem sustenta
a troca ATP- ADP

3 —

ADP

_

piruvato—

a volta dos protons
permite a entrada
de fosfato

a volta dos protons
permite a entrada
de piruvato

H* piruvato— _ H

Figura 27.10: Mecanismos de troca sustentados pelo préprio gradiente de prétons
permitem a entrada de substratos importantes.



Agora fica mais facil entender por que o piruvato s6 entra na
mitocondria se houver oxigénio? Se nio houver oxigénio, a cadeia res-
piratdria ndo acontece, o gradiente de prétons nio se forma e o piruvato

nao consegue entrar.

Radicais livres

Como vimos, as vérias etapas do mecanismo de conversdo da energia da
ligacdo entre os carbonos do substrato em energia de ligacdo do fosfato
no ATP sdo muito bem controladas. Mas nem sempre da tudo certo com o
metabolismo mitocondrial. Por exemplo, quando ocorrem choques entre os
componentes da cadeia respiratéria fora da ordem correta, pulando um ou
mais elementos, a quantidade de energia liberada é grande demais para ser
aproveitada, e parte dela se perde. O maior problema ocorre quando muitos
elétrons sdo transferidos de uma vez aos atomos de oxigénio, formando
perdxido de hidrogénio (dgua oxigenada) e o que chamamos espécies reativas
de oxigénio, os famosos radicais livres. Os radicais livres sdo muito instaveis
e difundem-se rapidamente, atravessando as membranas. Ao chocarem-se
com outras moléculas, eles as oxidam, danificando-as. As células tém muitos
mecanismos de defesa contra essas moléculas, especialmente as varias
superoxido dismutases, peroxidases e catalases presentes na mitocéndria, no
citoplasma, nos peroxissomos etc.

Com o tempo, os danos causados pelos radicais livres em lipideos,
proteinas e no DNA (mitocondrial e nuclear) vdo se acumulando. Muitos
autores consideram que esse acimulo pode ser responsavel pelo fenétipo
de envelhecimento. De fato, muitas muta¢des no DNA mitocondrial, assim
como uma diminui¢do no ritmo da cadeia respiratéria, foram descritas nos
linfocitos, musculos esqueléticos e cardiomidcitos de camundongos idosos.
Tais modificagdes aumentam ainda mais a produc¢do de radicais livres pela
transferéncia direta de elétrons para o oxigénio, acelerando o processo.

Assim, as mitocondrias vém sendo consideradas um verdadeiro relégio
do envelhecimento celular.

Doencas mitocondriais

Muitas doengas que afetam o metabolismo energético aerdbico, assim como
doencas degenerativas, como Alzheimer e Parkinson (alguns autores incluem
como doenca o préprio processo de envelhecimento!), tém sido consideradas
doengas mitocondriais. A partir de 1988, algumas doencas hereditarias foram
incluidas nessa lista por serem causadas por danos no DNA mitocondrial.
A maioria delas manifesta-se como encefalopatias ou miopatias. A mais
estudada é a LHON (Neuropatia Optica Hereditaria de Leber), cujos pacientes
herdam mitocéndrias com mutacdes. O fato de nem todas as mitocondrias do
zigoto serem afetadas (heteroplasmia) torna a distribuicdo de mitocondrias
pelos tecidos do individuo heterogénea e retarda o aparecimento da doenga.
Se é dificil prever que tecidos receberdao mitocéndrias danificadas, mais dificil
ainda é explicar o porqué da alta incidéncia de doencas neuroldgicas.
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RESUMO

Veja, na Figura 27.11, o resumo do metabolismo mitocondrial.

p ruvato ac. graxo

piruvato ac. graxo
\acetil CoA/

[a)
o +
E NO

ATP

Figura 27.11: Resumo do metabolismo mitocondrial.

Os substratos piruvato ou acido graxo chegam a matriz mitocondrial, onde

sdo metabolizados, formando acetil-CoA.
A acetil-CoA entra no ciclo de Krebs.

Todos os NADH.H* formados desde o inicio da quebra dos substratos alimentam

a cadeia respiratoria, que com a energia liberada bombeia prétons para fora.
Os protons s6 podem voltar através da ATP sintetase, que forma ATP.

A entrada de ADP e a saida de ATP sdo controladas pela mesma proteina

transmembrana.
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Cloroplastos I: Caracteristicas
principais. Membranas e
compartimentos

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:

¢ Conceituar os plastideos e os tipos celulares que os
possuem.

e Situar o surgimento dos plastideos na escala
evolutiva.

* Definir proplastideo e as organelas que dele podem
derivar.

e Descrever a organizagao ultra-estrutural dos
cloroplastos.

e Associar cada compartimento e membrana do
cloroplasto a sua funcao.

e Descrever os principios de importacdo e
enderecamento de proteinas para o cloroplasto.
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Os cloroplastos integram uma familia de organelas que é exclusiva dos vegetais:
os plastideos. Assim como as mitocdndrias, acredita-se que os cloroplastos
resultam de uma relacao de simbiose entre uma bactéria autotréfica endocita-
da, mas nao digerida, por um eucarionte primitivo. As evidéncias a favor desta
hipdtese séo quase as mesmas das mitocéndrias:

— Os plastideos possuem capacidade de autoduplicagao;

— Possuem DNA e RNA préprios;

— Sao envolvidos por duas membranas, sendo a mais externa considerada um
remanescente da membrana do vacuolo fagocitico.

Também, da mesma forma que as mitocondrias, partes essenciais do DNA
dos plastideos foram transferidos para o nucleo, tornando impraticavel sua
sobrevivéncia fora do contexto celular.

Apesar dessas semelhancas, mitocondrias e plastideos se originaram a partir
de precursores diferentes, havendo os segundos surgido muito mais recente-
mente na escala evolutiva. Uma evidéncia disso é que as mitocéndrias existem
em células animais, fungos e vegetais, enquanto os plastideos sao exclusivos

dos vegetais.

Além de mitocondrias e cloroplastos, algumas outras organelas parecem
haver resultado de relacées de simbiose entre um eucarionte e um procarionte
primitivos.

— Os peroxissomas, estudados na aula 30, possivelmente foram as primeiras
organelas a consumir o oxigénio gerado pelas bactérias fotossintéticas.
Como os primeiros eucariontes eram anaerdbios, o oxigénio era para eles
uma molécula extremamente téxica. Nessa fun¢do foram ultrapassados em
eficiéncia pelas mitocéndrias.

— Os hidrogenossomos (Figura 28.1) sao organelas envoltas por duas unidades
de membrana exclusivas de alguns fungos e protozoarios anaerébios da
familia dos Tricomonadineos (a qual pertence a Trichomonas vaginalis,
parasita do trato urogenital humano). Nos hidrogenossomos ocorrem reacées
metabdlicas onde é consumido hidrogénio molecular (H,) e uma molécula de
ATP é produzida.

— O apicoplasto (Figura 28.2) é uma organela exclusiva dos protozoarios do filo
Apicomplexa, que inclui o Plasmédio, causador da maléria, e o Toxoplasma,
causador da toxoplasmose. O apicoplasto parece resultar da endocitose de
uma alga primitiva e é envolto por 4 membranas, além de conter ainda
resquicios de DNA. Sua descoberta é relativamente recente e ainda néo se
sabe qual sua importancia na sobrevivéncia desses protozoarios.



Figura 28.1: A Tritrichomonas foetus é um protozoario parasita anaerébio. Parte
do ATP que produz provém dos hidrogenossomas (H), organelas capazes de utilizar
hidrogénio molecular para produzi-lo. N-ntcleo, G-Complexo de Golgi. (Foto: Marlene
Benchimol).

Figura 28.2: O Toxoplasma gondii (a) é um protozoario parasita que possui um
plastideo, o apicoplasto (b), localizado na porcdo anterior do corpo celular, acima
do nucleo (N). Essa organela é envolvida por quatro unidades de membrana, mas seu
papel na sobrevivéncia do parasita ainda nao foi estabelecido. (Foto: Marcia Attias).
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ORIGEM EMBRIONARIA DOS PLASTIDEOS

grdo de
= amido

Tum

Figura 28.3: Os proplastideos sdo peque-
nos, medindo cerca de 1um. Sdo limita-
dos por duas membranas e sua matriz
contém DNA e RNA préprios. Membranas
internas e graos de amido podem surgir
precocemente. (Foto de B. Gunning & M.
Steer, Plant Cell Biology Structure and
Function.1996)
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cloroplasto

Figura 28.4: Esquema ilustrando o processo
de diferenciacdo de um proplastideo em clo-
roplasto. Caso a planta ndo receba estimulo
luminoso, serdo formados etioplastos. Esses
podem se transformar em cloroplastos se as
condig¢des de iluminacdo forem corrigidas.

Todos os plastideos de um vegetal
tém origem numa organela precursora,
o proplastideo. Os proplastideos siao
preexistentes no zigoto do vegetal, assim como
as mitocondrias, fazendo parte da heranca
citoplasmdtica. Os tecidos meristematicos
também possuem proplastideos e, em condicoes
adequadas, mesmo células ja diferenciadas
podem se desdiferenciar e voltar a ter
proplastideos. A morfologia dos proplastideos
é pouco caracteristica: consiste em vesiculas
limitadas por uma dupla membrana, medindo
cerca de 1pm de didmetro (Figura 28.3).

Os proplastideos crescem, dividem-se
e diferenciam-se ndo apenas em cloroplastos.
De acordo com as condi¢oes (fase do
desenvolvimento, 6rgdo ou tecido, estimulos
fisicos € hormonais), os proplastideos podem
dar origem a leucoplastos, que sio brancos
e podem conter moléculas de reserva como
amido (os amiloplastos) ou 6leos e gorduras
(os elaioplastos). Se o vegetal iniciar seu
desenvolvimento na auséncia de luz os
proplastideos se diferenciario em etioplastos,
que possuem um arranjo paracristalino de
membranas e um pigmento precursor da
clorofila (Figura 28.4). Nesta fase, se as
condicdes forem alteradas e a planta comegar
a receber luz, os etioplastos se diferenciardo em
cloroplastos, caso contrario, a planta acabard

nio sobrevivendo.



Cloroplastos em formas e nimeros

Os cloroplastos foram uma das primeiras organelas a serem identificadas.
Também pudera, além de razoavelmente grandes, podendo medir varios
micrémetros, os cloroplastos sdo naturalmente coloridos e existem em grande
numero nas células vegetais. Uma célula do parénquima foliar possui, em média,
cerca de 50 cloroplastos. Em geral os cloroplastos sao lentiformes (em forma
de lentilha), mas algumas algas possuem cloroplastos que, além de enormes,
possuem formatos muito curiosos; veja na Figura 28.5.

Figura 28.5: Os cloroplastos da alga Spirogyra (a) sdo em forma de uma fita
espiralada. Ja na Zignema (b) o cloroplasto Unico é estrelado.

Fontes: (A) http://www.pgjr.alpine.k12.ut.us/science/whitaker/Plant_Kingdom/
Spirogyra/Spirogyra.html.
(B) http://www.microscopy-uk.org.uk/mag/artjun99/sdzyg.html.

MEMBRANAS E COMPARTIMENTOS DO CLOROPLASTO

Embora compartilhem varias caracteristicas (ambos estio
envolvidos na produgio de energia e se originaram de procariontes
endocitados por células primitivas), ndo é nada dificil distinguir entre
uma mitocondria e um cloroplasto: basta comparar a cor e o tamanho

de um e de outro (Figura 28.6).

Figura 28.6: Uma célula
vegetal observada ao
microscépio eletrénico.
Note a diferenca de
tamanho e forma entre
mitocondrias (seta) e
cloroplastos (*). N-ntcleo
Foto: Raul D. Machado

Analisando de modo comparado a ultra-estrutura de mitocondrias
e cloroplastos (Figura 28.7), vemos que ambos sdo envoltos por duas
membranas mas, enquanto nas mitocondrias a membrana interna
se invagina, formando as cristas mitocondriais, nos cloroplastos

esta membrana é continua. Em contrapartida, os cloroplastos
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possuem um terceiro sistema de membranas que forma pilhas de
cisternas interconectadas, as membranas tilacéides, que limitam um
compartimento: o espaco tilacoide. As trés membranas do cloroplasto
definem trés compartimentos: além do espago tilacdide, hd o espaco
intermembranas e o estroma, andlogos, respectivamente, ao espago

intermembranas e 2 matriz mitocondrial.

membrana interna

membrana externa
espacgo intermembranas
matriz estroma
espaco tilacoide
mitocondria DNA

ribossomas

membrana tilacéide

cloroplasto

2 um |

Figura 28.7: Esquema comparativo das principais caracteristicas morfoldgicas de
mitocondrias e cloroplastos. Além do tamanho, os pigmentos inseridos nas mem-
branas tilacoides conferem cor aos cloroplastos. A matriz mitocondrial é semelhante
ao estroma do cloroplasto por conter o DNA e o RNA da organela.

Como ja comentado, a membrana externa do cloroplasto
corresponde, evolutivamente, 4 membrana do vactiolo endocitico. Ela
é dotada de vérios pontos de passagem para moléculas que entram e
saem do cloroplasto. Da mesma forma que nas mitocdndrias, uma
parcela significativa do genoma das bactérias que deram origem aos
cloroplastos foi incorporada ao DNA nuclear; assim, a maior parte das
proteinas e enzimas do cloroplasto é sintetizada no citoplasma e, por
apresentar seqiiéncias de enderecamento especifico, sio importadas
com o auxilio de complexos translocadores para o compartimento ou
membrana apropriados (Figura 28.8). Os complexos translocadores das
membranas externa e interna do cloroplasto sio chamados complexos
TIC e TOC (o TIC na membrana interna e o TOC na externa) e sio
andlogos ao sistema TIM-TOM existente nas mitocondrias. Esse processo

de importacio é feito com gasto de energia.
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Figura 28.8: A maior parte das proteinas do cloroplasto é sintetizada no citossol e
possui uma sequéncia sinal que é reconhecida por um receptor presente na mem-
brana externa da organela. A membrana externa e a interna possuem proteinas que
formam um complexo translocador pelo qual a proteina passa para o estroma. A
primeira seqUéncia sinal é clivada, mas se a proteina tiver uma segunda seqiéncia
sinal, enderecando-a ao espaco tilacdide, ela sera transferida para 14, onde assumira
sua forma madura (ativa).

A membrana interna do cloroplasto difere bastante da membrana
interna da mitocondria. Ndo apenas nao apresenta cristas como também
ndo possui os citocromos transportadores de elétrons e os complexos de
ATP sintase. Essa membrana também apresenta complexos protéicos que
atuam como pontos de passagem para a importagdo de moléculas.

Como ja foi dito o estroma (Figura 28.9) é o compartimento
do cloroplasto correspondente a matriz mitocondrial. Nesse espaco
estdo distribuidos 0 DNA e os ribossomos do cloroplasto. Ai também
se processam vdrias vias metabdlicas essenciais para a célula. Todos os
fosfolipideos das células vegetais sdo sintetizados no estroma, onde se
acumulam como plastoglobulos, assim como varios aminoacidos. O
estroma também pode armazenar carboidratos na forma de graos de
amido. Entretanto, de todas as rea¢des que se processam no estroma, a
mais significativa é o ciclo de fixa¢io do carbono, que estudaremos na

proxima aula.

=

L

Raul D. Machado.

Figura 28.9: Micrografia eletrénica de um cloro-
plasto onde se observa o estroma (E) , de aspecto
granuloso devido a presenca de acidos nucléicos.
As membranas tilacéides () que se empilham, for-
mando os grana (g) e grdos de amido (a). Foto: Dr.
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As membranas tilacéides limitam o espaco tilacoide e consistem em
cisternas achatadas que se empilham, formando os grana (Figura 28.9).

Nas membranas tilacdides estio inseridos os pigmentos
fotossensiveis, principalmente clorofilas e carotendides, transportadores
de elétrons andlogos aos citocromos das cristas mitocondriais e a ATP
sintase, responsavel pela produ¢io de ATP nessa organela. Na mitocondria
o gradiente de protons se estabelece através da membrana mitocondrial
interna e ATP sintase fica inserida na membrana interna voltada para a
matriz mitocondrial, onde sao formadas as novas moléculas de ATP. J4
no cloroplasto, o gradiente de prétons é formado entre o espaco tilacoide,
onde eles se acumulam, e o estroma. As ATP sintases voltam sua por¢ao
catalitica para o estroma, onde se formam os novos ATP (Figura 28.10).
Esta ja é uma diferenca fundamental entre mitocondrias e cloroplastos
e, ainda mais crucial é o fato de que o ATP é gerado nas mitocondrias a
partir de energia derivada da quebra de moléculas organicas, enquanto
no cloroplasto, sio necessarias apenas energia luminosa e dgua para
produzi-lo. Fantéstico e intrigante, nio? Vamos saber mais sobre isso

na proxima aula.

mitocondria cloroplasto
pH 7
membrana
interna A%P
+ i

_matriz /
mitocondrial

externa

{ = ATP sintase

Figura 28.10: Esquema comparativo da disposi¢do dos complexos de sintese de ATP
nas mitocondrias e nos cloroplastos. Na mitocéndria o gradiente de prétons se acu-
mula no espago intermembranas e o ATP é produzido na matriz. J4 no cloroplasto
os complexos de ATP sintase estdo inseridos nas membranas tilacéides e os prétons
se acumulam no espaco tilacéide. O ATP é produzido no estroma.



RESUMO

Os cloroplastos sdao organelas exclusivas dos vegetais, originando-se a partir

de proplastideos presentes no zigoto.

Acredita-se que os cloroplastos tiveram origem na endocitose de bactérias
fotossintéticas que estabeleceram uma relacdo simbidtica com a célula

hospedeira.

Os cloroplastos sdo limitados por trés membranas: a membrana externa,
a membrana interna e as membranas tilacéides, que delimitam trés

compartimentos: o espaco intermembranas, o estroma e o espaco tilacoide.

A maior parte das proteinas dos cloroplastos é sintetizada no citossol e
possui seqliéncias de enderecamento que as direcionam para a membrana

ou compartimento ao qual pertencem.

No estroma do cloroplasto estdo localizados acidos nucléicos, graos de amido
e enzimas responsaveis por varias atividades como a sintese de lipideos e o

ciclo de fixacdo do carbono.

As membranas tilacdides possuem pigmentos como a clorofila, transportadores
de elétrons e um complexo ATP sintase, produzindo ATP e NADPH.H+ a partir

de energia luminosa e H_O.

EXERCIiCIOS

1. Por que acredita-se que os cloroplastos se originaram a partir de uma bactéria

fotossintética englobada por uma célula primitiva?

2. Dé trés diferencas entre mitocondrias e cloroplastos.

3. Quem surgiu primeiro: as mitocondrias ou os cloroplastos?
4. O que sao proplastideos?

5. O que sdo: leucoplastos, elaioplastos, amiloplastos, etioplastos?
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6. Quais as membranas e compartimentos que formam o cloroplasto?

Esquematize.
7. Que reagdes ocorrem no estroma?

8. Que reacdes ocorrem nas membranas tilacoides?



Cloroplastos Il: O complexo
antena. Fases dependente e
independente de luz

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:

* Relacionar as reactes de transferéncia de elétrons
ao local onde ocorrem, seus requisitos energéticos e
moleculares e seus produtos.

e Relacionar as reacdes de fixacdo do carbono ao

local onde ocorrem, seus requisitos energéticos e
moleculares e seus produtos.
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INTRODUCAO

Fase clara, fase escura.
Isso esta certo?

E bem possivel que vocé
tenha aprendido que a
fotossintese se compde
de uma fase clara, ou
luminosa, ou dependen-
te de luz; e uma fase
escura, ou independente
de luz. Essa nomencla-
tura caiu em desuso na
medida em que hoje se
sabe que o pH ideal para
a atividade das enzimas
da “fase escura” depen-
de das reacdes de trans-
feréncia de elétrons,

isto é, da “fase clara”.
Portanto, ambas as fases
dependem de luz para
funcionar.
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Os cloroplastos sao organelas que fazem parte da familia dos plastideos, exclusiva dos
vegetais. Gracas a eles, os vegetais sao capazes de realizar fotossintese, um conjunto
de reagdes nas quais, a partir de energia luminosa, dgua e CO2, sdo sintetizadas
moléculas organicas. O 02 atmosférico do qual dependem as reacdes oxidativas da
mitocondria é, na verdade, um subproduto das reacdes fotossintéticas. Vimos, na aula
anterior, as principais caracteristicas morfoldgicas dos cloroplastos. Vamos, nesta aula,

associar os compartimentos e membranas dos cloroplastos as suas funcoes.

A fotossintese compreende dois fenéomenos distintos

Embora interdependentes, as muitas reacdes que compdem a
fotossintese podem ser divididas em dois grandes grupos (Figura 29.1):
a) as reacoes de transferéncia de elétrons;

b) as rea¢oes de fixa¢io do carbono.

citossol Figura 29.1: A fotossin-

tese compreende dois
grupos de reagdes: as
reagoes de transferéncia
de elétrons, que depen-
dem diretamente de
energia luminosa, e as
reacdes de fixacdo de
carbono, que dependem
de moléculas energéticas
produzidas na outra fase.
O produto primario da
fixacdo do carbono é uma
l molécula organica de trés
carbonos, o gliceraldeido
3-fosfato, precursor de
aclcares, acidos graxos
e aminoacidos.

02 cloroplasto

reacoes de

— transferéncia de
elétrons 0.
ATP | + | NADPH

CO, | ———p{reacdes de fixacao
do carbono

gliceraldeido
3-fosfato

AS REACOES DE TRANSFERENCIA DE ELETRONS

Este conjunto de rea¢des consiste na absor¢ao de energia luminosa
(fétons) por pigmentos fotossensiveis inseridos nas membranas tilacdides.
Essas moléculas sdo, principalmente, as clorofilas e os carotendides, mas
em algas e bactérias fotossintéticas, existem outros pigmentos como a
bacteriorrodopsina e as xantofilas.

A energia luminosa captada por esses pigmentos serd convertida
em energia quimica e armazenada em moléculas de ATP ou, tempora-
riamente, em NADPH (nicotina adenina di-nucleotideo fosfato). No
processo, moléculas de dgua sdo quebradas e oxigénio molecular (O,)

é liberado.



Clorofilas, carotendides & Cia.: os pigmentos fotossensiveis

Aceitamos com naturalidade que a maioria das folhas (o principal local onde é feita a fotossintese) seja
verde, pois aprendemos, desde a mais tenra infancia, que as folhas possuem cloroplastos e que estes
contém clorofila, um pigmento verde sem o qual a fotossintese ndo seria possivel. Contudo, o que é a
clorofila? E uma proteina? Um aclcar? Um lipideo? Sera que o cloroplasto é um “saquinho” cheio de
clorofila? Sera que a clorofila contida na férmula dos cremes dentais e outros cosméticos pode, por si
so, fazer fotossintese?

E claro que vocé sabe que ndo é por escovar os dentes com creme dental clorofilado que a gente vai
fazer fotossintese a cada sorriso, mas apostamos que neste ponto da leitura, sua curiosidade ja foi
despertada para varias outras perguntas.

Na Aula 28, vocé aprendeu que, longe de ser um “saquinho de clorofila”, o cloroplasto possui uma
organizagao interna complexa e que os pigmentos fotossensiveis se encontram associados as membranas
tilacoides.

A clorofila é uma molécula complexa (Figura 29.2), formada por um dtomo de magnésio contornado por
um anel porfirinico (uma estrutura similar a molécula de hemoglobina, na qual um &tomo de ferro situa-
se no centro do anel). Os atomos sensiveis aos fétons sdo justamente os do anel porfirinico. A molécula
de clorofila se insere na bicamada lipidica da membrana tilacéide por uma longa cadeia hidrofébica.
Outros pigmentos fotossensiveis, como os carotendides, também possuem cadeias hidrofébicas para
insercdo na bicamada lipidica das membranas tilacéides.

AN
%
N
%
\

7

H,c— €

T
I
@)
N
I
Z =N
Z =N
I
)
0
I
n
s
|
[e)
oL

> Anel porfirinico

I
|
N
NN
|
I

\
H.C D
o [ —CH,
N\ &\ 7
e Ve
CH \C \C
/
C|H2 H cI cI
CH, Il N
| c=0
c=0 I
T
i CH,
CH,
I
CH
I
Cl—CHZ
CH,
I
CH,
I
CH,
I . _
HC— CH, Cauda hidrofébica
I
CH,
CIH2 Figura 29.2: A molécula
| de clorofila possui um
CH, anel porfirinico em
| torno de um &tomo de
/CH\ magnésio e uma cauda
CH, CH, hidrofébica pela qual
se insere na bicamada
lipidica.
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Figura 29.3:As moléculas
de clorofila do sistema
antena captam a e
energia contida em
fétons e a repassam,
até que essa energia
ative duas clorofilas
contidas no centro da
reacgdo fotoquimica. Essa
organizag¢do lembra ade
uma antena parabdlica
(insercao).
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OS FOTOSSISTEMAS

As clorofilas e demais pigmentos fotossensiveis nao se distribuem
aleatoriamente na membrana tilacoide. Eles se agrupam em fotossistemas,
complexos captadores e transdutores da energia luminosa. De forma
analoga as antenas parabdlicas, a energia luminosa (f6tons) captada
por esses pigmentos é repassada aos pigmentos vizinhos e converge para
um complexo protéico: o centro de reagio fotoquimica (Figura 29.3).
Cada grupo de clorofilas e outros pigmentos dispostos ao redor de um
centro de rea¢do fotoquimica é chamado sistema antena, ja que, como as
parabdlicas, serve a captagao de fotons, assim como as antenas captam
sinais de radio ou TV.

Sabemos hoje que existem dois tipos de fotossistema: tipo I e tipo
I1. Os nomes foram dados pela ordem cronoldgica em que foram desco-
bertos, mas a atividade do fotossistema I depende de elétrons originados

do fotossistema II, como veremos mais adiante.

luz

moléculas
¢/ de clorofila
do sistema

membrana
tilacoide

par de moléculas,
de clorofila “especiais”

do centro de reacdo complexo de proteinas

e pigmentos do
centro de reagado

Pigmentos fotossensiveis

As clorofilas, carotendides e outros pigmentos sdo ditos fotossensi-
veis porque, ao interagir com um féton, um dos elétrons dos dtomos que
formam o anel porfirinico adquire energia suficiente para pular para um
orbital de nivel mais alto. Isso significa que a clorofila consegue colocar
a energia de um f6ton (energia luminosa) em um elétron, que passa a
ser de alta energia. Quando um dos elétrons da clorofila passa para um
orbital superior, dizemos que ela estd no estado excitado. Nao é dificil
concluir que, havendo luminosidade, ainda que artificial, as moléculas

de clorofila estdo constantemente passando a esse estado excitado. Entre-



tanto, o pulo do gato da fotossintese consiste em fazer essa energia do
foton que foi transferida para o elétron da clorofila ser repassada, para
que moléculas energéticas como o ATP possam ser sintetizadas.

Uma vez excitada, a molécula de clorofila fica instavel. Para voltar
ao estado de repouso, a energia desse elétron, que subiu de orbital, pode
ter trés destinos (Figura 29.4):

1- ser dispersada como calor;

2- ser transferida para uma molécula de clorofila vizinha;

3- o elétron de alta energia pode ser doado para uma molécula

receptora e substituido por um elétron de baixa energia.

EXCITACAO DA CLOROFILA

luz
WM

l clorofila

e excitada

elétron

VIAS DE DECAIMENTO DA CLOROFILA

luz e

calor .
clorofila clorofila

excitada vizinha

50 01

\\

clorofila
excitada dpador
clorofila aceptor omdado
omdada reduz1d0 aceptor
aceptor reduzido

doador de elétron

de elétron ' i H ”// " &)

Figura 29.4: A energia
luminosa absorvida pela
clorofila eleva um de seus
elétrons a um orbital de
maior energia. Para voltar
ao estado de repouso a
clorofila pode: 1) emitir
luz e calor, 2) repassar essa
energia para uma clorofila
vizinha; 3) doar o elétron
de alta energia para
uma molécula aceptora,
substituindo-o  por um
elétron de baixa energia.
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A simples emissdo de luz e calor, embora ocorra, significa que
nenhuma energia estd entrando no sistema biolégico. Se observarmos clo-
roplastos ao microscépio éptico iluminado por luz ultravioleta, veremos
que eles sdo autofluorescentes, emitindo luz na faixa do vermelho.

Ja a transferéncia de energia entre clorofilas vizinhas é observada
entre as clorofilas do sistema antena. Estas atuam como boas captadoras
e condutoras, mas como transferir efetivamente essa energia para o centro
de reagdo? Isso s6 vai acontecer quando as clorofilas do centro de reagio
fotoquimica forem excitadas. Ai ndo apenas a energia, mas os elétrons
que subiram de orbital serdo doados a uma molécula aceptora. Para que
a clorofila nao fique carregada, o elétron doado é substituido por um
elétron de baixa energia, doado por uma molécula doadora. Vamos ver

quem sdo essas moléculas?

Transferéncia de energia entre as clorofilas do sistema antena pode ser
comparada ao trabalho de funcionarios que se limitam a encaminhar papéis
entre si, sem resolver efetivamente nada.

Pode levar isso
pra mim ?

2

Ja na transferéncia de elétrons, a energia contida neles é passada para uma
nova molécula, ndo podendo mais retroceder ou ser dispersada como luz e
calor. Essa doacdo acontece porque a molécula aceptora é mais estavel que a
clorofila para receber esse elétron.

Negocio fechado!
Pode levar a
mercadoria.




s

Elétrons: toma la, da ca!

Uma vez atingindo o centro de rea¢do fotoquimica, o elétron de alta
energia vai ser doado e, assim como ocorre na membrana mitocondrial
interna, vai percorrer uma cadeia de transportadores de elétrons. O elétron
que o substitui é doado pela 4gua numa reacdo enzimatica muito particular
— a fotolise da dgua. Nessa reagdo, a dgua ¢ quebrada em oxigénio (O,),
prétons (H*) e elétrons (e).

A enzima que catalisa essa reacdo faz parte do complexo de reagio
fotoquimica do fotossistema II e possui um dtomo de manganés em sua
estrutura. Vocé ja deve ter percebido que, para que seja formado O,, mais
de uma molécula de dgua tem de ser quebrada. Todo o oxigénio atmosférico,
do qual tanto dependemos, foi formado assim, a partir da atividade das
primeiras bactérias fotossintéticas.

Os demais produtos da fotdlise da dgua sao os protons (H*), que sdo
estocados no espago tilacoide, e os elétrons, que serdo usados para substituir

aqueles de alta energia doados pela clorofila.

A jornada dos elétrons

Conforme ji comentamos antes, os elétrons de alta energia vao
percorrer uma cadeia de transportadores, que fica na membrana tilacoide
e é composta por complexos protéicos apresentados mais adiante. Durante
0 percurso, a energia é progressivamente gasta, enquanto ocorre uma série
de eventos importantes, descritos a seguir e resumidos na Figura 29.5.

1- A plastoquinona é uma molécula pequena e hidrofébica que trans-
porta os elétrons entre o centro de reacdo fotoquimica do fotossistema Il e o
complexo de citocromos B £, no qual prétons do estroma sdo transferidos
para o espago tilacéide.

2-Do citocromo B -f os elétrons sdo transportados por outra molécula
pequena e hidrofdbica, a plastocianina, até o fotossistema L.

3- Aqueles elétrons que partiram cheios de energia do fotossistema II
chegam ao fotossistema I no bagaco e sao utilizados para substituir elétrons
de alta energia doados pela clorofila do centro de reagao fotoquimica do
fotossistema 1.

4- Os elétrons que partem do fotossistema I sdo transportados pela
ferredoxina até o complexo enzimatico NADPH reductase, que reduz NADP
formando NADPH*.
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A producao de ATP

O resultado dessa cadeia transportadora de elétrons é a formagido
de NADPH, que serd usado em outros processos metabolicos, e uma
grande quantidade de prétons (H*), derivados tanto da quebra da dgua

quanto bombeados do estroma, que se acumula no espaco tilacéide.

LUz LUz

Complexo estroma

antena

membrana
tilacéide

espaco

. tilacoide
ferredoxina
. plastocianina
Enzima que
. 0, +4H .
quebra dgua - plastoquinona
|fotossistema II| |Comp|exo Bs-f| |fotossistema | | |NADP reductase|

Figura 29.5: Trajeto dos elétrons ao longo da membrana tilacéide. As setas indicam
a perda progressiva de energia dos elétrons ao longo do processo.

A membrana do espaco tilacoide é, assim como todas as membranas
bioldgicas, extremamente impermedavel a {ons, impedindo que os protons
se difundam através dela. Assim, o pH do espago tilacoide é muito 4cido,
proximo de 3. Em contrapartida, como parte dos H* do estroma foram
importados para o espago tilacéide durante a cadeia transportadora
de elétrons, o pH do estroma é levemente basico (cerca de 8,0) nos
periodos em que as reaches de eletrontransferéncia estio ocorrendo.
Nessa situacdo, ja deu para perceber que hd um forte gradiente favorivel
a saida de prétons do espaco tilacéide. A tnica via de passagem é um
complexo protéico da membrana tilacéide em tudo semelhante a ATP
sintase da membrana mitocondrial interna (Figura 29.6). No cloroplasto,
em vez de nos referirmos as subunidades do complexo como F e F,,
chamamos as mesmas CF; e CF,. Ao passar pela subunidade CF, os
protons fazem girar a subunidade CF, e promovem a sintese de ATP a
partir de ADP e P.. Este ATP podera ser utilizado tanto nas reagdes de
fixacdo do carbono, que estudaremos em seguida, quanto em qualquer

outra via metabdlica do cloroplasto ou do resto da célula.
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_fotossistema

A FIXACAO DO CARBONO

__— Membrana tilacéide

Figura 29.6: A partir da luz
que incide nos fotossistemas,
forma-se um gradiente
de protons entre o estro-
ma e o espago tilacoide.
Ao passar pela subunida-
de CF, da ATP sintase

H* da membrana tilacoide,

esses prétons fazem girar
a subunidade CF, o que
propicia a sintese de ATP.

O que quer dizer fixagdo do carbono? Fixar um carbono significa

inserir um atomo de carbono contido numa molécula inorganica, como

o CO,, em uma molécula orgénica, como a glicose. Alids, foi assim que

a maioria de nds aprendeu a fotossintese. Entretanto, a glicose é uma

molécula muito grande e complexa. Nio seria nada prdtico ter uma

molécula como essa como produto inicial, pois para sintetizar todas as

outras moléculas (adcidos graxos, aminoacidos, outros agticares etc. ) ela

teria de ser inicialmente desmontada. E mais interessante que o produto

primdrio da fixagdo do carbono seja uma molécula mais simples, como

o gliceraldeido 3-fosfato (Figura 29.7).
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Figura 29.7: Estrutura
plana das moléculas de:
(a) um acido graxo, acido
palmitico;(b) glicose;(c)
um aminoacido, alanina
e, (d) o gliceraldeido 3-
fosfato.
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As reacgoes de fixacao do carbono ocorrem no estroma numa

via ciclica conhecida como Ciclo de Calvin (vocé ja estudou isso em

Bioquimica), em homenagem ao seu descobridor. Numerosas enzimas

participam desse ciclo, mas a chave do processo consiste na incorpora¢io

do carbono do CO, a uma molécula organica de cinco carbonos, a

ribulose 1,5-bifosfato. A enzima que catalisa essa reacdo é a ribulose

1,5-bifosfato oxi-carboxilase, a rubisco. Leia um pouco mais sobre ela

no box. Embora a rubisco catalise uma reagdo na qual uma molécula

de um carbono é somada a uma molécula de cinco carbonos, o resultado

dessa operacdo nao é uma molécula de seis carbonos (como a glicose), e sim

duas moléculas de trés carbonos (gliceraldeido 3-fosfato) (Figura 29.8).

H—@=0H
0® [  EHO® deley
0=C=0 o — | >c-@=oH +
H=G—OH ¢=0 *HO - coo
H=G—OH H—G—OH H—G=OH
CH,0® CH,0® CH,0®

Figura 29.8: A enzima rubisco catalisa a incorporacédo do carbono do CO, a ribulose
1,5-bifosfato, produzindo duas moléculas de trés carbonos, o gliceraldeido 3-
fosfato. O carbono proveniente do CO, foi sombreado em cinza, para facilitar sua
localizacado.

Rubisco, a proteina mais abundante na terra

A rubisco, ou ribulose 1,5-bifosfato oxicarboxilase, € um complexo enzimatico
presente em grande quantidade no estroma dos cloroplastos (e no citoplasma
de bactérias fotossintéticas). Genes contidos no DNA do cloroplasto codificam
algumas das subunidades desse complexo protéico, embora a maior parte
dos genes envolvidos esteja contida no DNA nuclear. Sem ela ndo haveria a
fixacdo do carbono, comprometendo a viabilidade de toda a cadeia alimentar.
Seu nome, embora pareca complicado, nada mais é do que a compilacdo de
suas propriedades funcionais. Quer ver?
Ribulose: é o aclcar de cinco carbonos que participa da reacdo.
1,5-bifosfato: a ribulose é fosfatada nos carbonos 1 e 5.
Oxi-carboxilase: se a concentracdo de O, no estroma estiver muito alta,
essa enzima catalisa a oxidagdo da ribulose 1,5-bifosfato; uma reacdo que
faz parte da fotorrespiragdo, um fendmeno que vocé vai conhecer mais
adiante nesta aula; mas se o CO, predominar, a reacdo favorecida sera a de
carboxilagao, isto &, adicdo do carbono do CO,.
Por que sera que essa enzima pode funcionar contra nés, consumindo o O,
produzido a partir da quebra da agua e sem produzir as moléculas organicas
de que dependem ndo apenas as plantas, mas todos os seres heterotréficos?
Supde-se que, como a atmosfera da Terra primitiva demorou muito para
acumular oxigénio em niveis criticos, a ponto de competir com o CO, pela
rubisco, a selecdo natural incorporou a enzima com essa conformacao. Alias,
ndo apenas o funcionamento dessa enzima no sentido de sintese depende
da concentracdo do substrato (CO, ou O,), como ela é uma das enzimas
mais lentas que se conhece, mas é a Unica capaz de catalisar a fixacdo do
carbono inorganico. Por isso existe em tdo grande quantidade: é uma forma
de compensar a falta de velocidade! O fato é que deu certo, a prova disso é a
exuberancia e a variedade de formas de vida no planeta.
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COMO FUNCIONA O CICLO DE FIXACAO DO CARBONO

Se a cada volta do ciclo (Figura 29.9) as duas moléculas de

gliceraldeido 3-fosfato produzidas fossem sendo usadas para sintetizar

novas moléculas como glicose, aminodcidos ou 4cidos graxos, logo ndo

haveria ribulose 1,5-bifosfato para captar novos carbonos. Assim, como

uma empresa em que apenas a parte do lucro é retirada e o capital inicial

é sempre reinvestido na firma, o ciclo de fixagio do carbono regenera

a ribulose 1,5-bifosfato para que ela seja reutilizada na captacio de

mais carbono. Assim, sao necessarias trés voltas do ciclo para que uma

molécula de gliceraldeido 3-fosfato seja produzida, ou seja, a ribulose

€ o "capital de giro" e, ap0Os girar trés vezes, gera o lucro, isto €, o

gliceraldeido 3-fosfato.

3 moléculas

molécula de gliceral-
deido 3-fosfato ao
custo de 9 moléculas
de ATP e 6 moléculas
de NADPH

I
H—Cl—OH

cH,0®

ACUCARES, ACIDOS
GRAXOS, AMINOACIDOS

3 moléculas .
6 moléculas
ribulose ]
| G Ees 5C 3-fosfoglicerato 3C
3 6
3 ADP
3 moléculas
ribulose 5C
5-fosfato 6 moléculas
\ 1,3-difosfoglicerato | 3¢
P.
@ '4% 6_nappH |
\ 5 moléculas 6 NaDP |
6 moléculas
- p 6
gl 3C gliceraldeido
3ifosfato 3-fosfato |3
3 moléculas de COz \
fixadas rendem uma 1 moléculax H-C=0

Figura 29.9: O ciclo de fixacdo do carbono funciona de modo a regenerar as moléculas intermediérias. A cada
trés atomos de carbono fixados, é produzida uma molécula de gliceraldeido 3-fosfato, precursora das demais

moléculas organicas.
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lacuna

A FOTORRESPIRACAO

As folhas sdo os 6rgaos fotossintéticos por exceléncia (Figura 29.10).
O oxigénio produzido nos cloroplastos se difunde para os espagos entre as células
foliares (parénquima lacunoso), e dai para o meio ambiente pelos estomatos.
Também é por difusio simples que o gas carbonico passa ao parénquima
lacunoso e dai para o interior das células. E o mesmo principio das trocas
gasosas que ocorrem nos alvéolos pulmonares e que j4 comentamos nas aulas

de transporte através da membrana.

cloroplasto epiderme

0 9]
o) Q109 %o
%oo g 00 oY, O oaogoo
3Jo 910210 00 (0p ] o
0[00[09, “Joo]o [0|£C
o
04 00Xl
00,
o oo o 0
0 00 A
"ab o\2 0{(>
o o\ of 2 QOa
aberé) Figura 29.10: A anatomia de uma
o lacuna folha. 0 O, e o CO, sao trocados
estomatica através das aberturas estomati-
cas, que comunicam 0s espagos
do parénquima lacunoso com o
0, co, meio ambiente. Foto de Raul D.

Machado.

Pois bem, a transpiracdo das plantas, isto é, a perda de dgua
decorrente do aumento da temperatura ambiente, também ocorre
através das aberturas estomdticas. Nas horas mais quentes do dia,
essa perda de dgua pode ser bastante significativa e isso é evitado pelo
fechamento dos estdbmatos durante esse periodo. Ora, com os estdmatos
fechados, o oxigénio produzido ndo tem como passar do parénquima
lacunoso para a atmosfera, assim como o CO, fica impedido de entrar.
Nessa condi¢do a concentragao de O, é bem maior que a de CO,, o
que favorece a fotorrespiracao, uma reagao catalisada pela rubisco na
qual ela atua como oxigenase e ndo como carboxilase, consumindo O,
e ATP e produzindo fosfo-glicolato, uma molécula metabolicamente
inatil. O fosfoglicolato produzido no cloroplasto é exportado para
outra organela, o peroxissoma (veja Aula 30) no qual serd convertido
em glicina e daf seguira para a mitocondria, gerando CO, e serina, uma
molécula de trés carbonos. As principais etapas desse ciclo, chamado

via do glicolato, estdo representadas na Figura 29.11. O processo ndo



apenas produz CO, como também consome energia e O,! Apesar dessa
desvantagem, a fotorrespiragio, é um fendmeno natural e calcula-se que
cerca de 1/3 do CO, fixado seja perdido por esse processo. Entretanto, em
climas mais quentes e secos, os estbmatos permanecem fechados a maior
parte do dia. Como serd que as plantas se adaptaram para sobreviver

nesse ambiente?

rubisco + O, —\

// fosfoglicolato

" Ciclo de :
Calvm -

e

glicerato glicolato

a ™
glicerato
0, —glicolato
glioxilato
serlna glicina

/

Figura 29.11: A via do glicolato passa pelo peroxissoma e pela mitocéndria. A seri-
na produzida na mitocondria serad convertida em glicerato no peroxissoma e esse,
finalmente, sera incorporado ao ciclo de fixagdo do carbono (Ciclo de Calvin).

As plantas C3 e C4

Em varias plantas de clima quente e seco, nas quais os estdmatos
permanecem fechados a maior parte do dia, a perda energética devida a
fotorrespiracdo é minimizada pela existéncia de uma via alternativa para
a fixagdo do carbono. Nas plantas ditas C3, o processo de fixagdo do
carbono se da em todas as células do parénquima foliar e resulta numa
molécula de trés carbonos (o gliceraldeido 3-fosfato). Ja nas plantas C4,
a fixa¢do do carbono ocorre principalmente nas células que circundam
o feixe vascular que distribuird as moléculas sintetizadas (floema ou
seiva elaborada) (Figura 29.12). O CO, é bombeado para essas células e

incorporado a uma molécula intermediaria de quatro carbonos. O milho

Cloroplasto

Peroxissoma

Mitocondria

CEDERJ 147

AULA ﬁMODULo 5



Biologia Celular | | Cloroplastos Il: O complexo antena. Fases dependente e independente de luz

mesofilo

e a cana-de-actcar sdo plantas C4, o que bem exemplifica e comprova a
eficiéncia dessa via de fixagdo do carbono para a sintese de compostos
orginicos como a sacarose da cana e a glicose, e 0 amido armazenados

nos graos de milho.

estbmato
(fechado)

COZ (a r)
células em torno / i
do feixe vascular oléculas
f células do intermediérias
mesofilo l
epiderme malato
piruvato
&
L4
T
piruvato |
. malato
células da B0 w e
feixe vascular bainha
(floema) do feixe Co,
vascular
cloroplasto Ciclq de
\ Calvin

Figura 29.12: Nas plantas C4, o CO, é bombeado das células do meséfilo para as células em torno do feixe vascular, no
qual ocorre a fixacdo do carbono (Ciclo de Calvin).

RESUMO

A fotossintese compreende duas fases interdependentes: as reacdes de

transferéncia de elétrons e as reacées de fixacdo do carbono.

As reacgdes de transferéncia de elétrons ocorrem nos fotossistemas existentes

nas membranas tilacéides, nas quais elétrons dos pigmentos como a clorofila

e os carotendides absorvem energia luminosa e sdo doados para uma cadeia

de transportadores de elétrons.

A medida que os elétrons sdo transferidos de uma molécula para outra, sua

energia vai decaindo e vai sendo utilizada para transferir prétons do estroma

para o espaco tilacéide e para sintetizar NADPH.

O gradiente de protons formado no espaco tilacdide gera um fluxo de prétons

através do complexo ATP sintase CF/CF, da membrana tilacéide, gerando ATP a
partir de ADP e fosfato.
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Os fotossistemas sdo formados por um sistema antena de clorofilas em torno
de um centro de reacao fotoquimica. Existem dois tipos de fotossistema que

atuam em conjunto.

As reacdes de fixacdo do carbono ocorrem no estroma e consistem na
incorporacdo do carbono de uma molécula de CO, a uma molécula

organica.

A principal reacdo da fixacdo do carbono é catalisada pela enzima rubisco,
ou ribulose bifosfato oxi-carboxilase, tendo como substrato a ribulose 1,5-
bifosfato.

O produto primario da fixacdo do carbono é o gliceraldeido 3-fosfato. Sao
necessarias trés moléculas de CO, e trés voltas no ciclo para que uma molécula

de gliceraldeido seja sintetizada.

Quando a concentracdo de O, aumenta, a rubisco catalisa a reacdo de

fotorrespiracdo, que néo fixa CO, e gasta energia.

Nas plantas C4, os efeitos negativos da fotorrespiracdo sdo minimizados pela

formacgao de um composto intermediario de quatro carbonos.

EXERCICIOS

1. Considerando as membranas e espacos do cloroplasto, onde ocorrem,

respectivamente as reacdes de transferéncia de elétrons e o ciclo de fixacdo do

carbono?

2. O que é um sistema antena?

3. E correto nos referirmos ao ciclo de fixacdo do carbono como sendo a fase

independente de luz da fotossintese? Por qué?
4. Como se da a sintese de ATP no cloroplasto?

5. O que ¢ a fotdlise da agua? Qual o destino de seus produtos?
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6. O que é a rubisco? Para que serve?
7. O que é fotorrespiragdo?

8. Quais sao as plantas C4? O que as caracteriza?



Peroxissomos

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:

e Caracterizar os microcorpos em termos historicos,
morfolégicos e bioquimico.

e Evidenciar a importancia evolutiva dos peroxissomos.
e Descrever a biogénese de peroxissomos.
¢ Relacionar os peroxissomos as funcdes celulares de:
— detoxificacdo
— oxidacao de lipideos;
— germinacao de sementes;
— fotossintese pela via C4;
— sintese de lipideos.
¢ Relacionar peroxissomos e doencas hereditarias.

Pré-requisitos
Metabolismo mitocondrial.
Fotossintese.

Lipideos de membrana.
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INTRODUCAO

CATALASE

(@ RH,+0O,—»R+H,0,
(b)2H,0, - 2H0+0,
(@) Os peroxissomos

sdo capazes de oxidar
moléculas (RH,),

dando origem a agua
oxigenada (H,0,). (b) A
H,O, gerada ¢, a seguir,
degradadaa H,0 e O,.
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No inicio da década de 60, a combinacdo de observacdes ao microscopio
eletrébnico com métodos bioquimicos levou a descoberta de um novo tipo de
organela capaz de produzir peréxido de hidrogénio (dgua oxigenada) e usar
a enzima CATALASE para gerar agua e oxigénio mais adiante (Figura 30.1).
Denominadas inicialmente microcorpos, a presenca de enzimas oxidativas e a
producao de perdxido de hidrogénio levou os pesquisadores a criar o termo
peroxissomos para designar essas organelas de formato geralmente esférico,

medindo cerca de 0,5um de diametro.

O PEROXISSOMO E CAPAZ DE PRODUZIR ENERGIA A PAR-
TIR DE REACOES QUIMICAS?

Os peroxissomos diferem das mitocondrias e dos cloroplastos
em varios aspectos:
¢ s30 envolvidos por apenas uma membrana;
e ndo possuem DNA proprio;
e as reacdes oxidativas que nele se processam ndo levam a produ-

¢ao de moléculas energéticas, como ATP e NADH.H*.

ENTAO POR QUE ELES ESTAO INCLUIDOS NO MODULO DE
ORGANELAS COM ORIGEM SIMBIOTICA E PRODUTORAS
DE ENERGIA?

Assim como mitocondrias e cloroplastos, novos peroxissomos
surgem a partir do crescimento e da fissao de peroxissomos preexisten-
tes. Da mesma forma que essas organelas, os peroxissomos também
realizam reagdes de oxidagio, o que deve ter sido fundamental para a
sobrevivéncia dos eucariontes primitivos e anaerébios num planeta onde
o surgimento de bactérias fotossintéticas fez aumentar muito o teor de
oxigénio. Para esses anaerdbios, o oxigénio era extremamente toxico. O
surgimento, talvez a partir da internalizacdo de um procarioto, de uma
organela capaz de utilizar o O,, neutralizando assim seus efeitos, permitiu
a sobrevivéncia desses eucariontes primitivos. O estabelecimento dos
peroxissomos como organelas é bem anterior as mitocondrias, por isso, 0s
peroxissomos ja teriam transferido todo o seu DNA para o nicleo. Com
o estabelecimento da relagdo simbidtica que resultou na mitocondria,
0s peroxissomos se tornaram, num certo sentido, organelas obsoletas,
ja que as mitocondrias utilizam o oxigénio de uma forma muito mais

vantajosa para a célula, levando a produgdo de ATP.



Entao o peroxissomo é uma organela dispensavel?

De forma alguma! Os peroxissomos continuam presentes em
todas as células eucariontes, desempenhando importantes funcdes de
detoxificacdao e metabolizando lipideos. De acordo com o tipo celular, as
enzimas peroxissomais podem variar; assim, os peroxissomos formam,
na verdade, uma familia de organelas com funcdes especificas em tipos
celulares diversos.

A concentragio de enzimas no interior dos peroxissomos pode
ser tdo grande que elas chegam a se cristalizar (Figura 30.1). Veremos, a

seguir, a importancia dos peroxissomos em diversos tipos celulares.

Figura 30.1: Grupo de trés peroxissomos em hepatdcito de rato.
A enzima urato-oxidase forma um arranjo para-cristalino em dois deles.

Possivelmente, vocé jd sabe que tanto o figado quanto os
rins sdo 6rgdos fundamentais para a neutralizacdo e eliminagdo de
moléculas toxicas que circulam em nosso sangue, sejam elas ingeridas
voluntariamente, como o dlcool, ou produzidas pelo METABOLISMO
celular. As células desses orgdos sdo ricas em peroxissomos (Figura
30.2), e cerca de 25% do etanol consumido por uma pessoa é oxidado
a acetaldeido pelos peroxissomos. A dgua oxigenada gerada no processo

é posteriormente convertida em dgua pela acdo da catalase.

O METABOLISMO DO
ALcooL

Diversas bebidas, como
ovinho e a cerveja,
sdo produzidas por

fermentacdo, isto &,
leveduras convertem

0 agucar contido nas
uvas e na cevada
anaerobicamente
(glicolise) em piruvato e
subsequientemente em
acetaldeido e etanol.
Nossos peroxissomos,
em especial os dos
hepatdcitos, se
encarregam de fazer

o contrario, converter
etanol em acetaldeido

e dai em piruvato, que

podera ser utilizado
pelas mitocondrias

na producdo de ATP.
Entende-se, portanto,
porgue o consumo
habitual de alcool,
entre outros problemas
ainda mais graves,
pode levar o individuo
a engordar.
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Reticulo endoplasmatico Nucleo

Mitocodndrias

Peroxissomas

Figura 30.2: As células hepaticas possuem grande quantidade de peroxissomos,
importantes para que o organismo elimine substancias tdxicas como o alcool e
outras drogas.

METABOLISMO DE LIPIDEOS

Uma das fungdes mais importantes das reagdes oxidativas que
ocorrem nos peroxissomos é a B-oxidacao de lipideos, que vem a ser
a quebra de cadeias de acidos graxos. Nesse processo, que também
ocorre na matriz mitocondrial, as longas cadeias de 4cidos graxos vao
sendo desmontadas pela remocdo de dois dtomos de carbono de cada
vez (Figura 30.3), dando origem a acetil-coenzima A (acetil-CoA). A
acetil-CoA produzida é exportada para o citossol, onde é reciclada em
novas reacoes de sintese, ou entra na mitocondria, onde toma parte
no ciclo do 4cido citrico. Nas células dos mamiferos, a mitocondria
também realiza B-oxidacdo, com a vantagem de que os produtos dessas
reagdes sdo utilizados na cadeia respiratéria e no ciclo do 4cido citrico,
isto é, em tltima instancia, produzem ATP. Em contrapartida, as células
vegetais e os fungos sao completamente dependentes dos peroxissomos

para essas reagées.



R-G0G0@0® —» R-00@0 + @0
Acetil Co-A

Figura 30.3: Na B-oxidac¢do, os carbonos sdo removidos em grupos de dois da cadeia
de hidrocarbonetos, dando origem a acetil-coenzima A.

SINTESE DE PLASMALOGENIOS

A BAINHA DE MIELINA que reveste 0s neuronios (veja o box) é rica em
um tipo de fosfolipideo chamado plasmalogénio. As primeiras etapas
da sintese dessas moléculas ocorre nos peroxissomos. Isso explica por
que muitas anomalias que afetam os peroxissomos resultam em doengas

neuroldgicas.

BAINHA DE MIELINA

O sistema nervoso dos animais é formado pelos neurdnios, células capazes
de captar e transmitir sinais para outros neurdnios ou para as chamadas
células efetoras (musculos e glandulas, por exemplo). As mensagens nervosas
caminham longas distancias entre o local onde sdo recebidas e o local onde
serdo repassadas. Para que esse sinal viaje com rapidez e seguranga, isto &,
para que ndo perca sua intensidade e ndo seja repassado a células as quais
ndo estd direcionado, os neurdnios sdo envolvidos pelas células de Schwan.
Estas se enrolam em torno do neurdnio, formando camadas e mais camadas de
membranas ricas em fosfolipideos: a bainha de mielina (Figura 30.4), que atua
como uma fita isolante, impedindo que ocorra um curto circuito entre neuronios
que estejam muito proximos. Observe a figura a seguir e, caso persistam duvidas,
volte a aula de transporte ativo. Estudaremos mais sobre essa associagdo em
Biologia Celular II.

axonio

Célula de Schwan

Figura 30.4: A célula de Schwan forma um verdadeiro "rocambole" de membranas
em torno do axénio do neurénio.
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IMPORTANCIA DOS PEROXISSOMOS PARA AS CELULAS
VEGETAIS

A utilizagdo dos dcidos graxos armazenados nas sementes
em germinag¢do também depende da atuacdo dos peroxissomos na
sua conversdo a agucares que sido utilizados nas primeiras etapas do
desenvolvimento da planta. Essas reagdes sio conhecidas como ciclo
do glioxilato, o que levou esses peroxissomos a serem batizados de
glioxissomas (Figura 30.5). As células animais, em contrapartida, sdo

incapazes de converter acidos graxos em carboidratos.

Figura 30.5: Nas sementes de
vegetais, os glioxissomos contém
enzimas capazes de quebrar os
lipideos armazenados na semente
e garantir as primeiras etapas de
desenvolvimento do vegetal.

[de WP Wergin, PJ Gruber & EH
Newcomb, J. Ultrastruct. Res. 30

(1970)]

Glioxissoma

Incluséo lipidica

Na Aula 29, vocé também viu (Figura 29.11) que o glicolato
produzido no cloroplasto durante a fotorrespiragdo passa para o
peroxissomo, onde é convertido em glicina, e dai para a mitocondria,
onde sdo produzidos CO, e serina. Voltando ao peroxissomo, a serina
d4 origem a glicina, que volta finalmente ao cloroplasto na forma de
glicerato. Um conjunto de reagdes complexo e metabolicamente inutil,

ja que consome energia e produz CO,.

PAPEL DOS PEROXISSOMOS NO METABOLISMO DE ACU-
CARES EM PROTOZOARIOS

Além da denominacdo genérica de microcorpos, fazem parte dessa
familia de organelas os peroxissomos propriamente ditos (que contém
catalase), os glioxissomos das sementes e os glicossomos. Este tiltimo é
uma organela encontrada exclusivamente nos protozodrios da familia

dos tripanosomatideos (Figura 30.6).



Figura 30.6: Os glicossomas sdo organelas exclusivas dos tripanosomatideos que
contém enzimas da via glicolitica. Em (a) vemos um micrografia eletrénica de
Phytomonas davidi onde estdo assinalados os glicossomas (g), a mitocondria (M), o
nucleo (N), o reticulo endoplasmatico (ER) e o corpo multivesicular (MVB). Em (b)
vemos alguns glicossomas em grande aumento. Sdo envoltos por uma membrana
e seu conteudo tem uma densidade semelhante ao dos peroxissomas de outras
células. (Fotos: Marcia Attias)

Esses protozodrios sdo todos parasitas e muitos sio agentes de
doencas das quais vocé certamente ja ouviu falar: a doenca de Chagas,
a leishmaniose e a DOENCA DO SONO.

Os glicossomos receberam este nome por concentrarem numa
organela nove das enzimas da via glicolitica, geralmente encontradas no
citoplasma nas outras células eucaridticas. Essa organela permite que os
parasitas utilizem a via glicolitica com grande eficiéncia, o que compensa

o baixo rendimento energético dessa via anaerdbia.

Por que DOENCA DO SONO?

Na tripanosomiase africana, ou doenga do sono, os parasitas Trypanosoma
gambiense ou T. rodhesiense se instalam no sangue do hospedeiro humano
e roubam glicose diretamente do sangue dele. Como a via preferencialmente
executada por esses protozoarios para producdo de energia é a glicolitica, a
baixa de glicose no sangue do hospedeiro resulta na fraqueza e sonoléncia
que ddo nome a doenca.

SINTESE E DUPLICACAO DOS PEROXISSOMOS

Os peroxissomos sao capazes de reagdes diferentes daquelas
executadas pelas mitocdndrias ou cloroplastos. Assim, seguem sendo
organelas essenciais, e mutag¢des que afetem a correta sintese ou impor-
tagdo de proteinas peroxissomais resultam em graves anomalias para o
organismo afetado.

As proteinas peroxissomais sao sintetizadas em ribossomos livres no
citoplasma e, mediante uma seqiiéncia de enderecamento especifica, direcionadas

para um peroxissomo preexistente que cresce e se divide (Figura 30.7).
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Peroxissoma

Figura 30.7: Acredita-se que novos Peroxinas que
peroxissomos se formam sempre catalisam a * %o
a partir do crescimento e fissdao de importagao das &P
outros preexistentes. O crescimento proteinas —

depende da importacéo de proteinas
peroxissomais produzidas no citossol
e importadas pelas peroxinas. \go %o

Crescimento pela importacao
de proteinas citossolicas

especificas
&L o5, L o5,
&P &P
Fissao
& o 52z
&P P

Peroxissomas filhos

Os detalhes do processo ainda ndo sio bem conhecidos, mas
sabe-se que essas seqiiéncias de enderecamento sio reconhecidas por
proteinas do citossol que as importam para os peroxissomos. Ja foram
identificadas e classificadas como peroxinas mais de 20 proteinas que
participam desse processo, que é movido pela hidrélise de ATP, isto é,
trata-se de um transporte ativo.

Diferentemente do que acontece na importagdo de proteinas em
mitocondrias e cloroplastos, as proteinas peroxissomais sao importadas
na sua forma final, ja enoveladas, como também é o caso das proteinas
exportadas para o nucleo. Também € curioso assinalar que a pex5 é uma
peroxina que, apds conduzir sua carga para dentro do peroxissomo,

libera-a e volta para o citossol.

Entao os peroxissomos sao importantes mesmo?

Uma prova irrefutdvel da importancia do correto funcionamento
dos peroxissomos é a sindrome de Zellwegger, doenga hereditiria na
qual a importagdo das proteinas peroxissomais é defeituosa, o que resulta
em peroxissomos vazios. Os individuos que nascem com esta sindrome
possuem graves anomalias em seu cérebro, figado e rins, morrendo em

pouco tempo.



RESUMO

Os peroxissomos sdo organelas pertencentes a uma familia, a dos

microcorpos.

Os peroxissomos se caracterizam por possuirem enzimas oxidativas que dao
origem a peroxido de hidrogénio e catalase, enzima que converte esse peréxido

aaguaeO,.

Os peroxissomos participam na eliminacdo de substancias toxicas absorvidas
pelas células, do metabolismo de sintese e degradacdo de lipideos e de

importantes vias metabdlicas dos vegetais.

Embora ndo possuam DNA préprio, acredita-se que os peroxissomos surgiram
como endossimbiontes das células eucariontes primitivas, onde ajudaram a
neutralizar os efeitos toxicos do acimulo do O, produzido pelas bactérias

fotossintéticas, sendo substituidos nessa funcao pelas mitocondrias.

As proteinas dos peroxissomos sao sintetizadas em ribossomos livres no citossol
e transportadas para a organela, ja na sua forma final, pelas peroxinas.
Anomalias hereditarias que afetem a sintese ou enderecamento dos
peroxissomos resultam em sérias anomalias neurolégicas, hepaticas e renais

que comprometem a sobrevida dos individuos afetados.

EXERCICIOS

1. Por que os peroxissomos tém esse nome?

2. Quais as principais diferencas entre peroxissomos e mitocéndrias e

cloroplastos?
3. Por que os peroxissomos formam uma familia de organelas?

4. Quais sao as principais funcdes dos peroxissomos?
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Aula 21

1. Pelo seu tamanho. Sdo muito grandes, quando comparadas as bactérias e outros procariontes

e "desabariam” sob seu préprio volume.

2. Porque, além de pequenos, possuem uma parede celular, que Ihes confere forma e a distancia

entre seus espacos internos e a superficie nunca é grande.

3. Forma, sustentacdo, movimento: da célula como um todo e das estruturas intracelulares.

4. Microfilamentos, microtubulos e filamentos intermediarios.

5.
microfilamentos microtubulos filamentos intermediarios
Diametro 7 nm 25 nm 10 nm
Proteina caracteristica . . queratina, vimentina e
actina tubulina

outras

pouco deformaveis

Estabilidade muito dindmicos, pouco muito dindmicos, pouco maior estabilidade, pouco
estaveis estaveis dinamicos
Resisténcia flexiveis mas pouco

maior resisténcia

resistentes

acompanham os

Localizacdo na célula . .
microtubulos

periferia central

Gabarito de identificacao das figuras

Figura 21.1: Neurdnio. Célula especializada em receber e enviar estimulos para outros neurdnios,

musculos ou glandulas.

Figura 21.2: Hemacias. Células especializadas em transportar CO, e O, de e para as células do

organismo.

Figura 21.3: Células epiteliais. Especializadas em revestir areas de contato com o meio externo,

como a luz intestinal, e responsaveis pela absorcdo das moléculas digeridas.

Gabarito da Paradinha esperta:
— movimento amebdide

— deslocamento de células aderidas

movimento flagelar

cromossomos no fuso mitético
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— anel de constricdo entre as células-filhas
— fagocitose

— célula muscular se contraindo

— vesiculas de secrecdo sendo exocitadas

— trafego intracelular de vesiculas Aula 21

Aula 22

—_

. A proteina fibrilar é alongada, e a globular é enovelada.

I e

2. Os filamentos intermediarios sdo formados por proteinas fibrilares.
3. Sado estruturas formadas pela combinacdo de quatro moléculas.
Porque ambos possuem NH, (amina) e COOH (carboxila) nas duas extremidades.

Se numa ponta do tetramero estivessem todas as extremidades NH, e na outra todas as
COOH.

4. Tipicamente nos epitélios. A queratina também forma cabelos, pelos, unhas, cascos e garras.

As penas das aves também sao formadas por um tipo diferente de queratina.

5. Nos neurdnios, os neurofilamentos; nas células da glia, a proteina acidica glial; e nos neurénios

periféricos, a periferina.

6. Identificando-se os filamentos intermediarios presentes nas células tumorais é possivel

descobrir a origem primaria do cancer e optar por um melhor tratamento.

7. Vimentina, das células de origem mesenquimal: tecidos conjuntivos de modo geral e endotélio dos

Vasos.
Desmina, nas células musculares.

8. A esclerose amiotrofica lateral, onde o acimulo de neurofilamentos no axénio dificulta o

transporte do estimulo nervoso.

9. Para que o envoltério nuclear se desagregue. Nas células sem lamina nuclear a mitose é dita

fechada, isto é, ocorre sem que o envoltério se desfaca.

10. Grande parte da poeira que se acumula numa casa resulta da descamacdo de células
epiteliais, das quais resta principalmente a queratina. Também nas sepulturas, os restos mortais
se resumem a 0ssos, dentes e estruturas formadas por queratina. Quer dizer, podemos nao vir

do pd, mas certamente ao pé retornaremos...
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Aula 23

1. Sao filamentos formados pela ligacdo linear de dimeros de o e B- tubulina. Treze

protofilamentos dispostos em paralelo se fecham, formando um tubulo oco: o microtubulo.

2. Os dimeros de tubulina que se incorporam ao microttbulo sempre possuem um GTP ligado a
subunidade B. Uma vez incorporados ao filamento, o GTP é hidrolisado a GDP, mas a continua
adicdo de novos dimeros ligados a GTP forma uma verdadeira tampa, que mantém o microtubulo
e estimula seu crescimento. Quando novos dimeros deixam de ser incorporados, a hidrélise do

GTP na extremidade plus levard a instabilidade e a despolimeriza¢do do microtubulo.

3. E a continua incorporacdo de dimeros ligados a GTP e as extremidades do microtabulo.
Se a taxa de adicdo de dimeros na extremidade plus superar a taxa de perda de dimeros
na extremidade minus, o microtubulo crescera. Se poucos dimeros forem incorporados, a
exposicdo de unidades ligadas a GDP na extremidade do microtubulo levard a sua rapida

despolimerizacao.

4.E aregido da célula onde se originam todos os microtibulos. Também é chamada centrossomo.
Caracteriza-se por ter proteinas especificas que nucleiam a formacdo de novos microtubulos. A
mais importante dessas proteinas é a y-tubulina. Os centriolos também sdo encontrados nessa
regido, mas os centrossomas NAO tém necessariamente centriolo; nem todas as células tém

centriolos e todas tém centrossoma.

5. Dependem dos complexos de y-tubulina em forma de anel que nucleiam a formacdo de novos

microtubulos e agem como uma protecado contra a perda de subunidades pela extremidade minus.

6. A estabilizacdo dos microtubulos fara com que o estoque de tubulina citoplasmatica se esgote
e impedira a despolimerizacdo, por exemplo, do fuso acromatico. Isso impediria a finalizacao
da mitose. Contudo, se os microtibulos de uma célula forem desfeitos, a formac¢do do fuso
também sera impedida e o resultado também sera que a célula (cancerosa) ndo se dividira e

morrera.

7. Além do fuso acromatico (durante a mitose) e dos cilios e flagelos, os microtibulos conferem
a forma geral da célula e a disposicdo das organelas, servindo inclusive como trilhos para que

elas trafeguem de um extremo a outro da célula.

8. Elas possuem dois (as vezes trés) dominios globulares capazes de hidrolisar ATP e de se ligar
e desligar alternadamente do microtubulo, caminhando sobre ele. A outra extremidade da
molécula se liga a uma vesicula ou organela (que sera transportada) ou a outro microtubulo,

fazendo com que um se mova em relagdo ao outro.
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9. Cilios e flagelos se organizam em nove pares de microtubulos periféricos e um par central.
Todos esses pares estdo ligados aos adjacentes por nexinas e ao par central por conexdes
radiais. Moléculas de dineina ligadas a um par interagem com o microtubulo do par adjacente
caminhando sobre ele e causando a deformacao do cilio ou flagelo. As nexinas e conexdes
radiais impedem que os microtubulos deslizem um em relacdo ao outro, mas provocam seu
encurvamento. Como nem todas as dineinas estdo ativas num mesmo momento, um lado do

cilio se encurva e o outro nao, alternadamente.

Aula 24

1. E um filamento formado por moléculas de actina.

2. Cada molécula de actina possui em seu interior uma molécula de ATP que é hidrolisada a

ADP quando um novo monémero se liga a extremidade plus do filamento.

3. E o fato de os microfilamentos, mesmo que nao variem de tamanho, liberarem monémeros

de actina na extremidade minus e incorporarem novos mondmeros na extremidade plus.
4. Nao.

5. A partir da formac¢do do complexo Arp2/3, os monémeros de actina dao inicio ao novo

filamento. Neste caso, os monémeros devem se desligar da timosina e se ligar a profilina.

6. A faloidina impede a despolimerizacdao dos microfilamentos. A citocalasina impede a adicao
de novos mondémeros. A primeira estabiliza os microfilamentos e a sequnda promove sua

despolimerizacéo.
7. Adesao e movimentacdo das células como um todo e de estruturas intracelulares.

8. Sdo feixes de microfilamentos que se conectam a membrana plasmatica e conferem adesao

e resisténcia a célula.

9. E um anel formado por feixes de actina que se contrai por acdo da miosina entre os filamentos,

fechando-se e levando ao estrangulamento e separacao das células-filhas.

10. As miosinas possuem uma cabeca globular que se liga a actina e é capaz de hidrolisar ATP;
aregido entre a cabeca e a cauda da miosina se dobra nesse processo e faz com que a miosina

puxe a actina, provocando o movimento.
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Aula 26

1. Ndo. As mitocéndrias podem ser mais ou menos alongadas e diferem em tamanho mesmo
dentro de um mesmo tipo celular. Tipos celulares diferentes também tém mitocdndrias com

aspecto diferente (nUmero e formato das cristas, por exemplo).

2. Membrana externa, membrana interna (com cristas), espa¢o intermembranas e matriz

mitocondrial.

3. Parece-se com a membrana do reticulo endoplasmatico. Contém porinas e complexos

protéicos de reconhecimento e importacdo (TOM).

4. E muito fluida e impermeéavel. Possui um fosfolipideo com 4 cadeias de &acidos graxos:
a cardiolipina. Possui a maior relacdo proteina/lipideo de qualquer membrana (70/30). As
proteinas mais importantes sdo: proteinas da cadeia respiratéria, ATP sintases, transportadores

e complexos translocadores (TIM).

5. Composicdo idnica e pH semelhantes ao citoplasma. Contém complexos enzimaticos que

transferem o fosfato de parte do ATP produzido para outros nucleotideos (GDP e UDP).
6. E um coléide, riquissimo em proteinas e acidos nucléicos. E onde ocorre o ciclo de Krebs.

7. Porque sdo capazes de utilizar O, e moléculas organicas para produzir grande quantidade de
ATP. As células que ndo possuem mitocondrias (anaerdbios) possuem um rendimento energético

muito baixo, pois produzem ATP s6 através da glicdlise.

8. As mitocondrias se deslocam através do citoplasma, utilizando os microtibulos e proteinas
motoras associadas a eles como trilhos. Deslocam-se para as regides da célula onde esta havendo
maior necessidade de producdo de ATP. Em tipos celulares como o musculo cardiaco, ha muitas

mitocondrias, sempre préximas as fibrilas contrateis.

9. As proteinas sdo sintetizadas em ribossomos citoplasmaticos e, uma vez completada sua
sintese, sdo transportadas por chaperonas até os complexos translocadores TOM e TIM. De
acordo com a seqUéncia de enderecamento que possuam, dirigem-se ao compartimento ou

as membranas mitocondriais adequados.

10. Existem muitas indicacdes:

a) a membrana externa se parece com a membrana de um vacuolo fagocitico;

b) as porinas sdo semelhantes as encontradas na membrana de bactérias gram negativas;

¢) a membrana mitocondrial interna possui um fosfolipidio particular, a cardiolipina, que s6 é

encontrado em procariotos;
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d) o DNA e os RNAs mitocondriais sdo semelhantes em varios aspectos aos de bactérias;

Os inibidores da sintese de DNA mitocondrial sdo diferentes dos do nlcleo e semelhantes aos

que inibem as enzimas bacterianas.

Aula 28

1. Por serem envoltos por 2 membranas, uma da bactéria e outra que corresponderia ao
vacuolo endocitico, por possuirem seu préprio DNA e RNA semelhantes ao de bactérias, por
serem capazes de se auto-duplicar, por sua forma e tamanho e pela sensibilidade aos mesmo

antibidticos que as bactérias.

2. As mitocondrias sdo muito menores.

As mitocondrias ndo possuem pigmentos comparaveis aos carotendides e clorofilas
As mitocondrias possuem 2 membranas e os cloroplastos 3.

3. As mitocondrias, pois essas existem todos os tipos de eucariontes (animais, vegetais e fungos),

enquanto os cloroplastos sé existem nos vegetais.

4. Estruturas presentes na semente que possuem dupla membrana e acidos nucléicos. Podem

se diferenciar em cloroplastos ou outros tipos de plastideos.
5. Leucoplastos - Sdo plastos de contetido branco,
Elaioplastos - Também chamados oleoplastos, sdo plastos que armazenam 6leos;

Amiloplastos - Sdo um tipo de leucoplasto, armazenando amido, podem ter origem em um
cloroplasto que acumulou amido em seu estroma; Etioplastos- sdo proplastideos que come¢cam
a se desenvolver na auséncia de luz, formando membranas paracristalinas. Se receberem

iluminacdo apropriada, se transformarado em cloroplastos.
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6. Membranas: externa,

Interna

Tilacdides

Espacos: intermembranas
Estroma

Tilacoide

7. Além do ciclo de fixa¢do do carbono, a sintese de lipideos e 0 armazenamento de amido.

8. A fase dependente de luz da fotossintese, quando sdo produzidas moléculas energéticas que

serdo utilizadas no ciclo de fixa¢do do carbono.

Aula 29

1. Reag¢des de transferéncia de elétrons - nas membranas tilacéide.
Ciclo de fixa¢do do carbono - no estroma.

2. E um grupamento de clorofilas e outros pigmentos que se dispde em torno do centro
de reacdo fotoquimica, onde ha um par de clorofilas especiais associadas a citocromos e

transportadores de elétrons.

3. Nao, porque as rea¢des desse ciclo ocorrem otimamente num pH em torno de 8,0, o que sé
é atingido quando os H* do estroma estao sendo concentrados no espaco tilacdide, o que sé

ocorre na presenca de luz.

4. Os H* acumulados no espaco tilacéide passam, a favor do gradiente eletroquimico, através
do complexo protéico CF /CF,, girando a subunidade CF, e catalisando a sintese de ATP a partir
de ADP e Pi.

5. E a quebra da molécula de 4gua num complexo enzimatico do cloroplasto em O, (vai para
a atmosfera), H* (vai para o espaco tilacdide) e e (vao substituir o elétron de alta energia que

vai percorrer a cadeia de citocromos).

6. E 0 apelido da enzima ribulose 1,5-bifosfato carboxilase, responsavel pela adicdo de C do
CO, aribulose 1,5-bifosfato, gerando um composto intermediario de seis carbonos que vai dar

origem a duas moléculas de gliceraldeido 3-fosfato.

7. E areacdo que a rubisco catalisa consumindo ATP e O2 e produzindo CO2. Ocorre quando a

concentracdo de 02 no meséfilo aumenta muito. E o inverso da fixa¢do do carbono.
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8. Sado plantas de clima quente e seco, que mantém seus estdmatos fechados a maior parte do
dia e, para evitar a fotorrespiracao, fazem a fixacdo do carbono apenas nas células da bainha do
feixe e por uma via em que ao invés de gliceraldeido 3-fosfato, o CO, é fixado numa molécula

de quatro carbonos.

Aula 30

1. Porque seu metabolismo produz peréxido de hidrogénio, ou 4gua oxigenada, que é depois

degradado pela catalase.

2. Peroxissomos ndo possuem DNA, sdo envoltos por apenas uma membrana e ndo produzem
ATP e NADH.H*.

3. Porque outras organelas como glicossomos e glioxissomos também sdo consideradas

peroxissomos.

4. Detoxificacdo, metabolismo de lipideos, sintese de plasmalogénios, gliconeogénese nas

sementes.
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