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Biologia celular

Estructura, funcion y el comportamiento de las células




Biologia celular

Estructura, funcion y el comportamiento de las células

Proteinas cadherinas

Placa citoplasmatica
formada por proteinas
conectoras
intracelulares

CITOSOL

Filamentos de queratina Espacio
anclados a la placa intercelular
glopasmaice Membranas plasmaticas

(B) interactivas




Todos los organismos estamos formados por células
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Todos los organismos estamos formados por células

Las células varian enormemente en aspecto y funcion

Neurona Protozoo Célula vegetal Macréfago Levadura
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Todos los organismos estamos formados por células

Dentro de un mismo organismo, alto grado de especializacion y diferenciacion

Pulmon Tiroides Neurona

epiteliales Glébulo
blanco

E} N Células
R, musculares
\\t, 2
g Glébul
o ébulos '
Célula rojos N
hepdtica ‘

\\ﬁ% CéIUIG
e - ) conjuntiva
) J

Espermatozoide

Se estima que el cuerpo adulto de un humano contiene entre 10 y 100 billones de células.



Los diferentes tipos de células tienen una quimica basica general

Sintesis de DNA
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Los diferentes tipos de células tienen una quimica basica general

Las células responden a estimulos
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!

Receptor- Emisor

!

Célula
Endocrina

Hormona Via de transmision
©
| -
@
Receptor
Célula Efector
Blanco l
!
Respuesta Respuesta

Estimulo

AxXON €

e

|

Respuesta

—Célula

Nerviosa

Mensaje
Nervioso

Neurotransmisor

Célula
Efectora

|E| Secrecion

Transmlsor e

@’“ O X
@
L]
Receptor &
E] Desplazamiento
Pseudépodos

IE| Contraccién

Transmisor
\ Receptor
-
Cilios
\ )()L“\“Lu\”?
{3 \
p ¥ AT MBI oY S
Flagelo \}Jﬂx‘,b\\‘\*
i 4
AT RSy _.‘1’\’\
.-:(. rl A '\‘_ 11""
AT

Transmisor
/ Divisidn
: celular

Rece ptor

N
\
“- ° /
\. /

@ Proliferacién y diferenciacion celular

| é -
| Diferenciacién =

celular




Los diferentes tipos de células tienen una quimica basica general

Las células se dividen

Mitosis Parent cell Meiosis Parent cell

I l DNA replicates

DNA replicates ‘

/ \4 2 daughter

cells

2 daughter
cells
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Los diferentes tipos de células tienen una quimica basica general

Obtencion de energia

Mitocondria




Organizacion de los seres vivos

Organismos unicelulares vs. multicelulares

Bacteria Alga Protozoos Hongos
Uniceluar ( [evauras )

Repliegue de la Membrana

membrana plasmatica " 2red 9""":‘“

celular




Organizacion de los seres vivos: procariotas vs. eucariotas

Organulos: ribosomas
Nucleo
Pared celular

endoplasmatico |

Membrana\
plasmatica

Célula
eucariota

Nucleo

Ribosomas

Reticulo

Mitocondria

Citoplasma
Lisosoma

Célula
procariota

Capsulas
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Procariotas

& PROKARYOTES L X EUKARYOTES —e@
® BACTERIA ®
©58689 &—ARCHAEA—®
Gram(+) Bacteria %?z'
Tenericutes mmals
Cyanobacteria z a" Birds
\ : Protan. Hyperthermophiles Insects
Fusobacteria LT & Psycrophiles
Chlamydiae {Crenarchaeota) Worms Fish

Verricomicrobia

Planctomycetes il & Fung%

Methanogens
(Euryarchaeota) Amoeba
Fibrobacter
Green
Bacteroidetes Algae
Chlorobi Sl
: Red Algae
Spirochaetes
Dictyoglomi Brown Algae
Deinococcus Ciliates

Chloroflexi

Thermotogae
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Aquifex

Flagellates ”



Procariotas

Las Arqueas se localizan en ambientes extremos

1.1 Metanogenas 1.2 Halofitas 1.3 Termoacidofilas

Arqueobacteria halofita Termoacidofilas



Procariotas

Las bacterias estan recubiertas por una pared celular que confiere proteccion frente al medio externo

Citoplasma Membrana plasmatica

Membrana externa Pared celular 1 um

E.coli



Procariotas

Las bacterias estan recubiertas por una pared celular que confiere proteccion frente al medio externo
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Procariotas

Las bacterias estan recubiertas por una pared celular que confiere proteccion frente al medio externo

Gram-positive Gram-negative

lipoteichoic acid teichoic acid lipopolysaccharides

outer membrane
layer ’g ‘

2

e o,

v > periplasmic space

B+ i

membrane proteins




Procariotas

Las bacterias pueden tener varias cadenas de material genético extracromosémico, llamadas PLASMIDOS

Cromosoma

Promotor para

o estimular expresién Gen blanco
o génica "

Plasmido

Plasmido

Plasmido Un instrumento genético que facilita a las bacterias adaptarse a su entorno

o ,. ;
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Gen de resistencia a antibidticos



Eucariotas

(“eu” verdadero, “carion” nucleo)
Organismos unicelulares - multicelulares

Envoltura nuclear
Citoplasma:

Citoesqueleto
Mitocondrias
RER, REL..
Golgi
Lisosomas...




Eucariotas

Ribosomas
Lisosomas

Ndicleo

Nucléolo
Mitocondria

Microtabulos

Reticulo endoplasmatico
TUROsO

Reticulo endoplasmatico liso
Centriolos

Vacuola
Cloroplasto Peroxisoma
Amiloplasto Aparato de Golgi

Pared celular
Membrana celular

Citoplasma



Eucariotas

Envoltura
nuclear

Nicleo
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Eucariotas

El citoplasma que ocupa el espacio fuera de los organulos se denomina citosol

Mitocondria

Citosol

Aparato
Envoltura .
nuclear de Golgi
Vesicula
de transporte
Reticulo
Membrana
(A) endoplasmatico (B)

plasmatica



Eucariotas

100 nm



Eucariotas

Teoria endosimbidtica (Margulis, 1966): las mitocondrias (y cloroplastos) podrian originarse a partir de bacterias simbiontes

3
Una proteobacteria aerobia
ingresa dentro del eucarionte,
ya sea como presa que evito la

digestion o como parasito,

Nucleoide Procarionte convirtiéndose en un
(ADH) //' endosimbionte
3
Citoplasma El crecimiento procariota Primer eucarionte (5”? ‘\1'1'*" il,’
H .
Perm!te e.l desarrollo de La habilidad aerobia del endosimbionte brinda
Membrana !nvaglnautonesl (!ue e gran energia al huésped y permite su mayor
celular R L en bbb b bt crecimiento en un medio cada vez mds rico en

2 Lasinvaginaciones de la
membrana originan un
sistema endomembranoso
temprano que encierra al
nucleo del primer

eucarionte Nucleo

i

- "/"' membrana

/

/

~Membrana nuclear

_-Reticulo endoplasmatico

oxigeno. La proteobacteria asimilada origina
eventualmente las mitocondrias

4
Cyanobacteria

Mitocondria

© @

Ultimo ancestro comun eucariota

Cloroplastos

5 Luego un eucarionte adquiric por
® - endosimbiosis una bacteria fotosintética
(cianobacteria) que devino en los
cloroplastos

Primera celula vegetal



Eucariotas
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Eucariotas

El citoesqueleto es responsable de los movimientos dirigidos de la célula y de su estructura

1 1
(A) 20 pm (B)

El citoesqueleto es una red de filamentos proteicos: ACTINA, MICROTUBULOS y FILAMENTOS INTERMEDIOS



Eucariotas

Los microtubulos ayudan a segregar los cromosomas
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Eucariotas

Los microtubulos participan en el transporte celular

Cola____,..-’
Dineina

Cabeza T
citoplasmatica ;‘ gl obular Cinesina

Microttbulo

Extremo negativo | | Extremo positivo

10 nm
(A)

Cola *r

\’

Cabeza globular // ‘
\

Proteina
adaptadora

Cinesinas

Extremo
positivo

Extremo
negativo

- Dineina
Microtubulo citoplasmatica

— Proteina adaptadora

Carga
(p. €j., vesicula)




Agentes subcelulares patogenos. Priones

Los priones son patdgenos constituidos por proteinas inefectivas, su origen son las proteinas pridnicas celulares normales

Configuracion normal: Configuracion alterada:




Agentes subcelulares patogenos. Priones

La proteina PrPCse localiza en la superficie de las neuronas

Neuroprotection

NMDA receptor

AMPA receptor

Kainate receptor

mGlu receptor
ERK1/2 signaling pathway
PI3K/Akt signaling pathway

STI-1 signaling pathway
Fyn kinase signaling pathway

[ Schwann cell migration ]

ERK1/2 signaling pathway
NMDA receptor
LRP1
SFKs
Trk receptor

Neurogenesis and
angiogenesis

a7nAch receptor
NCAM
ERK1/2 signaling pathway
PI3K/Akt signaling pathway
STI-1 signaling pathway
Fyn kinase signaling pathway

T

PrP and/or
PrP fragments

l

[ Pro-myelination

Adgrg6 (formerly Gpr126)
cAMP signaling pathway

Other proposed roles

Microglia communication
and differentiation

Cellular communication
by sV and EV

Blocking B-sheet-rich
oligomers and/or
precipitating them

into less toxic deposits

Oligomer-induced toxicity

B-sheet-rich oligomers
NCAM
Caveolin-1
LRP1
mGIuR5
NMDA receptor
Fyn kinase signaling pathway




Agentes subcelulares patogenos. Priones

Anchorless PrP¢ Q) Anchored PrP¢ Prp>¢

MODELO DE CONVERSION ASISTIDA POR MOLDE
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Heterodimero Homodimero Amiloide
Endosome/

lysosome

MODELO DE NUCLEACION-POLIMERIZACION

Reclutamiento

(rapido)
Endoplasmic

. » reticulum A
L) Y A A\*& ‘

Formacion semilla Sl
(muy lento) Amiloide  Fragmentacion
Nucleus

infecciosa

/ « Mutaciones del gen PRNP

« Procesos postraduccionales: Glicosilacion



Agentes subcelulares patogenos. Priones

Al cambiar el plegamiento adquiere dos

propiedades:
e resistencia a las proteasas

e insolubilidad.

En consecuencia:

1. es mas estable

2. formara agregados proteicos

3. se acumulara (placas amiloides en el
tejido nervioso)

cerebelo de un individuo con enfermedad de Gerstmann-
Straussler-Scheinker (40X). Depésitos de la proteina prién
andmala (Flechas) donde son notables los cambios
espongiformes (puntasdeflecha). Inmunohistoquimica contra
el segmento 27-30 KDa de la proteina prién revelado con la
técnica de peroxidasa.

Enfermedades pridnicas: patologia neurodegenerativa

Encefalopatias espongiformes transmisibles
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Agentes subcelulares patogenos. Priones




Agentes subcelulares patogenos. Virus

Parasitos intracelulares obligados: deben entrar en una célula huésped y aprovecharse de sus enzimas y sustratos

Genoma empaquetado por una cubierta proteica (capside y capsomeros) y envoltura membranosa

{Se——=—="—+—— RNA de cadena sencilla r( A =
Cabeza —» o
g
Envuelta Cola
B
Matgrjal _— \ _ Fibras
genético ol g
globulares idénticas l '
Capside T
Placa basal
con patas
—
BT N
— Compleja
«—— 175 A—>

Helicoidal

T T

Adenovirus  Picornavirus Mosaicodel tabaco ~ Bacteriofago Influenza
(ADN bicatenario)  (ARN bicatenario) (ARN monocatenario) (ADN bicatenario)  (ARN monocatenario)



Agentes subcelulares patogenos. Virus

fiE Cipside
proteica

DNA
—Collar

Lidmina

Cabeza <

I Nicleo

~__Placa basal

. __Fibras de
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Cola <




Agentes subcelulares patogenos. Virus

Bacteriéfago ‘

‘_
l

il

Receptor especifico ‘
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En el ciclo litico, el virus se multiplica en la célula y termina

Infeccién

En el ciclo lisogénico la célula prosigue con sus funciones vitales mientras que el
virus permanece inactivo, pero cuando el ADN bacteriano o celular se duplica, le
ocurre lo mismo al ADN virico, con lo que el genoma del virus se transmite a las
dos bacterias o células hijas.

O/@

—| 0O

En condiciones de estrés, los virus
lisogénicos pueden pasar a ciclo litico

/
N

* L/
LT A

) i T -
=

causando su lisis, lo que produce la liberacién de mas virus.



Agentes subcelulares patogenos. Virus

DNA bicatenario

@ ,

Herpesvirus

Poxvirus

Adenovirus Papillomavirus
~ VIRUS DNA'

RNA monocatenario

.

Coronavirus
(resfriado comun)

Poliovirus

HIV
(virus del sida)

Virus Virus de larabia  Virus de la parotiditi
de la gripe

VIRUS RNA

DNA polynucleotide strand

5
H
N
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¢
Nosna
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Ovennno, £
| \ 07 H,C 5’
| H é
-G pairs have three o =||,_°.
hydrogen bonds. :
DNA has deoxyribose The strands run in opposite
sugar (no oxygen here).

directions; they are antiparallel.

T-A pairs have two
hydrogen bonds.
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A phosphodiester
linkage connects the
5'-phosphate group
and the 3'-OH group

of adjoining nucleotides.

RNA polynucleotide strand

In RNA, uracil (U)
replaces thymine (T).

RNA has ribose sugar
_ (an OH group here).
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Agentes subcelulares patogenos. Virus

Los virus DNA se replican mediante DNA polimerasas codificadas por el genoma virico o por la célula huésped
1

... -DNA
Virus % A0
@I),'/\ Proteina de la cubierta Umon
INGRESO DEL DNA EN EL INTERIOR DE LA CELULA 2
‘ Célula Endocitosis
ADN
ZDNA
iREPLICACION
——— DNA
TRANSCRIPCION \ Transcripcion
(genes tardios)
""*“I —— RNA NI
TRADUCCION
NUCLEQO
Proteina d:e la cubierta 7 <—
W J/ Ensamblaje 4
ENSAMBLADO DE PARTICULAS y salida Transcripcion Traduccidn
VIRALES DE LA PROGENIE (genes t9”‘9“‘“‘055)
E3
ES

SALIDADE LA
«s., CELULA
)

El virus del papiloma humano (DNA circular cadena doble) utiliza la polimerasa de la célula huésped y el DNA virico no se integra



Agentes subcelulares patogenos. Virus

Los virus DNA se replican mediante DNA polimerasas codificadas por el genoma virico o por la célula huésped

1
Unién

2
Endocitosis

ADN

E5 Proliferacion
celular

Transcripcion
(genes tardios)

Entrada en

el nucleo Degradacion de

E6 — 53 Inhibicion de la
— >
@ NUCLEO p ° apoptos's
Ensamblaje
y salida Transcnpc.on 6 _
(genes tempranos) Traduccion E7 —. E7 pRb > Progresion del
ciclo celular

E1 E2

E3

El virus del papiloma humano (DNA circular cadena doble) utiliza la polimerasa de la célula huésped y el DNA virico no se integra



Agentes subcelulares patogenos. Virus

INTEGRACION DE LA COPIA
DE DNA EN EL CROMOSOMA
HOSPEDADOR

DNA DNA viral integrado
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Agentes subcelulares patogenos. Virus

LA TRANSCRIPTASA INVERSA
SINTETIZA UN HIiBRIDO
DNA/RNAY LUEGO, LA DOBLE
HELICE DNA/DNA

INTEGRACION DE LA COPIA
DE DNA EN EL CROMOSOMA
HOSPEDADOR

DNA viral integrado

RNA Replicasa
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=z P =z P =
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Envoltura
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Genoma de RNA ' DEL GENOMA
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proteica
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inversa
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Agentes subcelulares patogenos. Virus

Los coronavirus son RNAmc (+)

o Unién y entrada a la célula

Coronavirus 97

Liberacion
de la particula
Receptor por exocitosis
Citoplasma 0 Fusién de membranas y
L liberacion del genoma viral
ARN viral
Virus dentro
Traduccion de proteinas -l
+ . icula d
Traduccno'n de ° / No posee etapas e virales estructurales ves;::gai €
las proteinas de transcripcién

virales y montaje inversa
de la replicasa

viral j

— Formacion
\ del virién
maduro
Replicacion de /
ARN viral AP e
en Vesiculas e
No ocurre integracién Genoma

celular

@ Nucleocépside

Y Espicula

. Membrana
A Envoltura

Ntcleo
celular
Reticulo
endoplasmico



Agentes subcelulares patogenos. Virus

El virus de la gripe es RNAmc (-)

Nducleo

Traduccion

Ribosomas @"
5a

BI5-
Aparato \Sb& j

de Golgi

TRADUCCION __» Proteinas 3

\ Polimerasa —— ARN -
T | Molde para la replicacion

polimerasa REPLICACION
REPLICASA




Agentes subcelulares patogenos. Virus

Hay virus RNA que codifican para la enzima transcriptasa inversa, con la que sintetizan DNA a partir de un molde de
RNA

YIH Nicleo
Q ? I » Linfocito T _\
¥ » ADN de
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Introduccion. Organizacion de los seres vivos
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Universidad deValladolid

Métodos y técnicas basicas en biologia celular

Prof. Ricardo Usategui Martin

Dpto. Biologia Celular, Genética, Histologia y Farmacologia
Facultad de Medicina
Universidad de Valladolid

ricardo.usategui@uva.es



Tamano de las células y sus componentes

CELULAS

ORGANULOS

MOLECULAS

ATOMOS

(A) ®)



Limite de resolucion

PODER DE RESOLUCION

LA MENOR DISTANCIA A LA QUE PUEDEN
ESTAR DOS PUNTOS PARA SER
DISTINGUIDOS COMO TAL

(e9)

Just resolved

CO)

Fully resolved

O,

Unresolved

Q 0.2 mm=200.000 nm
|
| |
., O O

0Ojo humano
}l’ 200{nm
S~ ]
i ® o

Microscopio optico

E I 0.2 nm=2 Angstroms
. L ——

Microscopio electronico



Para estudiar en detalle la célula nos hace falta el microscopio

Instrumentos de dptica que nos permiten ver objetos o detalles estructurales imposibles de distinguir a simple vista
porque estan por debajo del limite de resoluciéon del ojo humano.
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Microscopio dptico vs. microscopio electrénico



Conceptos de microscopia

RESOLUCION: Capacidad de un microscopio para distinguir objetos
separados por pequenas distancias.

El microscopio dptico tiene un limite resolucién de cerca de 200 nm (0.2 um )

Esta limitacidn tedrica de los microscopios esta determinada por 2 factores:

1. La longitud de onda de la luz visible: )\
(microscopio optico: 0,5 um)

2. El poder de captacion de las lentes: Apertura numérica (AN) Tamano del cono de luz
qgue entra en la lente después de pasar a través de una muestra.

n: indice de refraccién medio a través del cual la luz viaja entre
(AN)=nsen a la muestra vy la lente (aire=1: aceite de inmersion= 1,4)

O : mitad de la anchura del cono de luz recorrido por lente. (Max
902, sen 902=1)




Conceptos de microscopia

RESOLUCION: Capacidad de un microscopio para distinguir objetos
separados por pequenas distancias.

El microscopio 6ptico tiene un limite resolucion de cerca de 200 nm (0.2 um ), en
tanto que el microscopio electréonico puede incrementarlo en aproximadamente 1000
veces.

Esta limitacidn tedrica de los microscopios esta determinada por 2 factores:

RESOLUCION= -0.61A | 061x05 _g 22 ym

/ n sen a 1,4

Constante de proporcionalidad: grado de superposicién de dos puntos para que
puedan ser resueltos por el ojo humano.



Conceptos de microscopia

RESOLUCION: Capacidad de un microscopio para distinguir objetos
separados por pequenas distancias.

El microscopio 6ptico tiene un limite resoluciéon de cerca de 200 nm (0.2 pm ), en
tanto que el microscopio electrénico puede incrementarlo en aproximadamente 1000
veces.

Esta limitacion tedrica de los microscopios estd determinada por 2 factores:

RESOLUCION= 0.61A | 0.61x0.5 _¢ 22 ym
nsen o 1,4

El poder de resolucion del ojo humano es de aproximadamente 0,2mm

El microscopio electronico puede incrementarlo en aproximadamente 1000 veces.



Microscopio optico

MICROSCOPIA OPTICA

Ocular CONVENCIONAL

Tornillo de fijacion
de portaoculares

Revolver

portaobjetivos Columna

Tornillo de desplazamiento

[ M| = vertical del condensador Lente ____
Palanca del diafragma | Toril g del tubo
del condensador — RIS R S Objetivo Portaobjetc
de vidrio
Tornillo micrometrico Espécimen — X //
Lente \ 7
. . . ‘. condensadora-
Sistema de iluminacion
(diafragma de campo vy filtro)
Fuente
| [o] ] F Cable de red de luz
| — I 4 ||
. . Recorri la luz
Regulador de intensidad Interruptor SooiTido g0 1

. . = en un microscopio 6ptico
de iluminacion



Microscopio optico

* OBJETIVOS
. . # 2 |
Conjunto de lentes que captan la luz proveniente de la — |
muestra y generan la primera ampliacién de la imagen. | oo I — 100
Los hay de diferentes aumentos: | 100z S 100

- Objetivos secos: 4X, 10X, 20X, 40X.

- Objetivos humedos o de inmersidon: 63X, 100X.

Aumentos: n2 de veces que un sistema
- Objetivo oy Optico puede incrementar el tamaiio de
la imagen de un objeto.

Gota de aceite

Objetivos de inmersion: necesitan una gota
de aceite entre el objetivo y la muestra
para igualar el indice de refraccion del
vidrio del cubre objetos al de la lente del
objetivo. Asi se disminuye la desviacion de
los rayos de luz y se aumenta la nitidez de
las imagenes.

Haces de luz
‘ disepersados

por T T———
la muestra

2 ”

\ Muestra

Haz de luz que ilumina la muestra



Microscopio optico

10x

El aumento total = aumento del objetivo x aumento del ocular.

Ej objetivo 10 X (= 10 x 10)

20x

-

- B
J.

g

-

40x

objetivo 40 X (= 40 x 10).

100x

Imagenes resultantes del uso de objetivos con diferentes aumentos (especificados en las imagenes) al observar un epitelio

estratificado plano queratinizado.

Imagen del Atlas de Histologia Vegetal y Animal de la Universidad de Vigo.



Microscopio optico

Campo claro vs. campo oscuro



Microscopio optico

Citoplasma Membrana plasmatica Nucleo

(A) | | |



Microscopio optico

La microscopia de contraste de fases se basa en convertir las variaciones de densidad o grosor de las partes de una
célula en diferencias de contraste.

Condensador y objetivos especificos.

ondas
en fase
.
célula
sin tefir afidis
desfasadas

Podemos observar células vivas y tejidos sin tefiir.



Microscopio optico

MICROSCOPIA DE .9
FLUORESCENCIA
Ocular —|
2
FUENTE Espejo divisor
DE LUZ w—> 1 del haz
1
——— Objetivo
. — Objeto

-Fluorescencia de campo amplio
-Fluorescencia confocal Resolucién
-Fluorescencia de superresolucion .




Microscopio optico

Ocular
Filtro selector
de longitud de Filtro de
I —

onda longitud de
De iluminacién onda emision
Fuente
de luz
>
|
Espejo
Dicroico
é
Objetivo

Muestra con marca \‘7909. o8
fluorescente ‘ yﬁ/\gs

-Fluorescencia de campo amplio
-Fluorescencia confocal Resolucién
-Fluorescencia de superresolucion +




Microscopio optico

La microcopia fluorescente mediante laser confocal permite obtener imagenes de mayor contraste y detalle gracias a
gue un LASER incide en un SOLO punto de la muestra

Detector

Laser confocal

Seleccion de la emision

Laser

Selecciéon
de la excitaciéon/emision

] ‘ -

Seleccién de la excitacion

Imagen adaptada de Técnicas en histologia y biologia celular. (22 Ed) L. Montuenga y cols. Elsevier.




Microscopio optico

La microscopia de fluorescencia de superresolucion:

Utiliza sondas fluorescentes que pueden cambiar
entre los estados oscuro y fluorescente.

Solo una fraccion aleatoria reducida de las sondas es
fluorescente en un momento dado.

Se obtienen multiples imagenes a lo largo del tiempo,
de manera que es posible resolver moléculas
fluorescentes individuales y se construye una imagen
compuesta de superresolucion.

Conventional
fluorescence 5

STORM

% .o
R

®@ Q

o

Individual molecules Random activation of individual

are all fluorescent— fluorescent molecules...
too close to resolve.

(B)

Conventional

STORM

Q0

...results in

a composite
super-resolution
image.

From M. Bates et al., 2007. Science 317: 1749; courtesy of B. Huang,

Harvard University.



Microscopio optico

1- Células o tejidos fijados.
-Incluidas

4x. 10x. 40x.
100x

-Cortadas
-Tenidas

2- Células vivas




Microscopio optico

1. FIJACION.

Tiene como finalidad mantener la forma y la estructura de la muestray Fijacién por inmersién
preservar sus caracteristicas bioquimicas y moleculares.

- Detiene los procesos de autolisis (por liberacién de enzimas lisosémicas) y
putrefaccion (por presencia de microorganismos).

Muestra Fijador

t

- Insolubiliza los componentes celulares (principalmente proteinas).

- Dota a la muestra de la consistencia (dureza) necesaria para las
manipulaciones posteriores.

Solucién

i Solucién
fijadora

de lavado

- Facilita las técnicas de tincion y/o los analisis posteriores. RINONES

- Tipos:
- Fijacion fisica: por congelacion (a -709).
- Fijacion quimica: emplea fijadores quimicos.

'\

- Entrecruzantes. Ej.: fromaldehido, paraformaldehido.

- Oxidantes. Ej.: tetréxido de osmio.

_— " Fijacion por perfusion
- Precipitantes. Ej.: etanol, metanol. ) RO*P o
Bomba peristaltica



Microscopio optico

2. INCLUSION / CONGELACION.

Tiene como finalidad reemplazar el agua de la muestra por un medio que solidificay
permite realizar cortes finos y homogéneos.

- Proporciona consistencia, dureza y soporte estructural a
la muestra.

- Permite la fijacion de la muestra al microtomo.

- Medios de inclusion:

- Parafina: para cortes finos.

- OCT: para cortes de muestras congeladas.

- Resinas: para cortes semifinos.

Inclusion de tejido en parafina para cortes en microtomo.

*SWa3sIsolg e21a] ap epewo} uadew|



Microscopio optico

. Tiene como finalidad obtener muestras finas y homogéneas a través de las
cuales pueda pasar la luz del microscopio.

- Se realiza mediante el uso de microtomos:

- Microtomo: realiza cortes de 3-6 um de grosor.

- Criostato: realiza cortes de muestras congeladas de minimo 6-8 um.

- Ultramicrotomo: realiza cortes cortes semifinos (0,5-1 pim) o ultrafinos (10-100 nm).

- Los cortes se recogen en portaobjetos de vidrio para poder ser examinados.

*SW)s1S0lg 2127 9p epewo) uadeuw|

Microtomo realizando cortes de un tejido incluido en parafina y posterior recogida de los mismos en portaobjetos de vidrio.



Microscopio optico

*4. TINCION: Tiene como finalidad aumentar el contraste de las muestras mediante |a utilizacién de
sustancias que colorean artificialmente componentes celulares y extracelulares.

Generales: Hematoxilina - eosina (H-E):

* Hematoxilina (colorante basico/colorantes catidnicos) es captada por componentes acidos
(ac. nucleicos). Color azul violeta.

* Eosina (colorante acido/colorantes anidnicos) es captada por componentes celulares
basicos (citoplasma, colageno). Color rojo.
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Tincion con H-E. (250 X)
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.
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Nucleos celulares en azul oscuro o violeta;

Citoplasma en rojo.

Sustancia intercelular (t. conjuntivo) en rojo



Microscopio optico

Tincion con Hematoxilina- Eosina

RS

’.‘-‘\ ‘,h - ﬁ?"' e NG 4.
N }3\. ;'.Sl.v__‘.gé_Q'%ﬂ » i\ S8
PRSI AR YIT WSS A iy SN SN VI 1 Y

Tincidn con hematoxilina-eosina (H&E).

Secciones en serie de pancreas tenidas con hematoxilina (a), eosina (b) y su efecto
combinado (c).



Microscopio optico

*4. TINCION: Tiene como finalidad aumentar el contraste de las muestras mediante la utilizacién de
sustancias que colorean artificialmente componentes celulares y extracelulares.

Generales: Giemsa

- Tincién general muy empleada en hematologia.

- Permite distinguir por su coloracion los diferentes organulos de los leucocitos
polimorfonucleares.

- Contiene una mezcla de colorantes catidnicos (azul de metileno, azur A y azur B) y
aniodnicos (eosina).

Basdfilo

‘. . Monkkitd Linfocito

‘ eI"ItI'OCItOS Imagenes tomadas de Atlas de histologia vegetal y animal de la Universidad de Vigo.

Eosindf lo

o

k Neutrdfilos



Microscopio optico

4. TINCION: Coloracidn artificial de los distintos componentes celulares.

Tricrdmicos: persiguen resaltar fibras coldgenas del tejido conjuntivo, tifilendo, ademas, el
resto de estructuras tisulares.

* Tricrdmico de Masson: coloracion de fibras colagenas y elasticas. Se observan tres colores
distintos; tejido conjuntivo de verde, eritrocitos de rojizo, nucleos azul negro y citoplasma
y fibras musculares rosa

BT~ Las células musculares (flecha). El
//' 28 colageno se tifie de verde. Tincion
o tricromico de Masson (400x).



Microscopio optico

4. TINCION: Coloracién artificial de los distintos componentes celulares.

Impregnaciones argénticas: Coloracion histoldgica en la que se emplean sales metalicas como
el cloruro de oro (ClAu) o o nitrato de plata (AgNO3) para generar precipitados metalicos
sobre las estructuras a tenir.

- Técnicas de Golgi: para teiiir células del tejido nervioso.

Secciones de tejido
nervioso tenidas con
técnica de Golgi.

‘08IA 9p pepIsIaAIuN ) ap |ewiuy A |e3a83/ e180]03SIH ap Sejy [op sauadew




Microscopio optico

Coloracion artificial de los distintos componentes celulares.

Citoquimicos o histoquimicos: Colorean determinadas sustancias mediante reacciones quimicas
especificas.

Persiguen localizar en el tejido moléculas especificas en funcién de sus caracteristicas quimicas,
normalmente para demostrar “in situ” su actividad.

Ej: técnica enzimohistoquimica para la deteccién de NADPH-diaforasa.

Imagen de un corte de 60 um de
. grosor de cerebro obtenida con un
‘ : vibratomo y procesada para
L & t histoquimica enzimatica que pone
de manifiesto una actividad
\ diaforasa perteneciente a la enzima
oxido nitrico sintasa neuronal que
f - aparece en algunas neuronas
’ (células con un color azul intenso).



Microscopio optico

4. TINCION: Coloracién artificial de los distintos componentes celulares.
Citoquimicos:

» REACCION DE PAS (Periodic Acid Schiff):

+ Ac peryédico: rompe la unién entre los carbonos con hidroxilos adyacentes, y forma grupos
aldehido.

* El reactivo de Schiff se obtiene a partir de fuscina. Cuando reacciona con grupos aldehido (R-OH)
aparece un grupo cromoforo que da color rojo fucsia.

Tine carbohidratos: glucocalix, membranas basales, fibras de reticulina.

* Granulos de glucégeno
* Moco en diversas células
* Membrana basal de los epitelios

* Fibras reticulares del tejido conjuntivo



Microscopio optico

Tincion con el método PAS

Identificacion de moco, glucoproteinas neutras, glucégeno.

El moco de las células mucosas de la glandula submandibular esta tefiido de purpura
intenso; otras estructuras con glucoproteinas (las membranas basales) aparecen mas
tenues. Coloracion de contraste de los nucleos celulares con hemalumbre
(tono semejante al de la hematoxilina). 200 X.



Microscopio optico

Coloracion artificial de los distintos componentes celulares.

Inmunocitoquimicos o inmunohistoquimicos: Evidenciar una sustancia (Ag) mediante la
reaccion especifica de los anticuerpos, que reconocen especificamente ese antigeno.

Monoclonal antibody

Antigeno: cualquier sustancia extrana que, introducida
en el interior de un organismo, provoca una respuesta
inmunitaria estimulando la produccion de Ac.

Epitopo: region del antigeno que estimula la produccion
de un Ac. Un mismo antigeno puede tener distintos
epitopos.

Polyclonal antibody

Especificidad: capacidad del Ac para discriminar e
interaccionar diferencialmente con Ag de estructura
similar.

Afinidad: fuerza o intensidad de union entre un Ag-Ac.




Microscopio optico




Microscopio electrdonico

M. electrdnico de transmision (TEM) M. electrdnico de barrido (SEM)

Permite estudiar la ultraestructura de la célula

. _ Permite estudiar superficies.
en secciones muy finas.

Linfocito visto al TEM. Abajo visto al microscopio dptico. C: cenrtiolo; G: complejo de

Golgi; M: mitocondrias. Imagen tomada de Universidad Nacional de Céordoba. Linfocito visto al SEM. Imagen tomada de National Cancer Institue.



Microscopio electrdonico

Pistola de
electrones

Lente
condensadora

Espécimen

Objetivo

Lente
proyectora

Pantalla de

visualizacion
o pelicula

fotografica

Cortesia de Daniel S. Friend.
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Microscopio electrdonico

Pistola
de electrones

Lente
condensadora

Deflector
del haz

Y Generador
| ~ de barrido

‘ Pantalla
de video
| § /) 7

D s Detector

Objetivo

Electrones

del
espécimen

Espécimen

Metal pesado

5 um

Microfotografia electrénica

de barrido de estereocilios
que se proyectan desde una
célula vellosa del oido interno
(izquierda). Con fines
comparativos, se muestra la
misma estructura mediante
microscopia optica en el limite
de su resolucién (arriba)



Microscopio de fuerza atdmica

Microcospio de fuerza atdmica = microscopio de barrido de fuerzas

Laser Permite visualizar muestras con resolucion nanomeétrica

: por “palpacion” mediante una punta nanomeétrica

Fotodiodo ‘ . localizada en el extremo de una micropalanca flexible,
‘F gue actla como sensor de la fuerza punta-muestra.

Cuando la punta sube o baja a medida que
atraviesa la muestra, los movimientos se
registran en un diodo como movimientos de un
haz laser reflejado.

Soporte voladizo

ZA Dispositivo Muestra

piezoeléctrico

MODO DE CONTACTO MODO DE PERCUSION

Imagen adaptada de Ross. Histologia. Texto y Atlas. (82 Ed.). W. Pawlina. Editorial Wolters Kluwer.

Sistema informatico Permite obtener un mapa de la topografia de la muestra.



Microscopio de fuerza atdmica

Permite visualizar muestras bioldgicas de todos los grados de complejidad a escala
nanomeétrica incluso en su ambiente fisioldgico acuoso:

- Biomoléculas individuales (4cidos nucleicos, proteinas y lipidos) y membranas lipidicas.
- Virus y microorganismos unicelulares.
- Células humanas y otras células eucariotas.

- Matriz extracelular y tejidos.

A) Molécula de ADN con proteinas unidas. B) Bacteriéfago $29, un tipo de virus que infecta bacterias.
C) Células epiteliales de pulmoén humano adheridas sobre un cubreobjetos en medio de cultivo.



Universidad deValladolid

Métodos y técnicas basicas en biologia celular

Prof. Ricardo Usategui Martin

Dpto. Biologia Celular, Genética, Histologia y Farmacologia
Facultad de Medicina
Universidad de Valladolid

ricardo.usategui@uva.es



Universidad deValladolid

Membrana plasmatica

Prof. Ricardo Usategui Martin

Dpto. Biologia Celular, Genética, Histologia y Farmacologia
Facultad de Medicina
Universidad de Valladolid

ricardo.usategui@uva.es



—— Molécula
proteica

B CTCC
o
QMMMAAA

Qv

Molécula lipidica

(B)

Pelicula adiposa tachonada de proteinas

Bicapa lipidica con proteinas incluidas
* Aparece en todas las células de la Tierra

(A)



Membrana plasmatica: bicapa lipidica con proteinas incluidas

No puede visualizarse al microscopio dptico
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Membranas internas en células eucariotas

Las células eucariotas también tienen membranas internas: delimitacién de compartimentos intracelulares

Nacleo  Peroxisoma Endosoma
Plasma membrane
Reticulo _ Lisosoma Mitochondria
endoplasmatico
50 Célula
o) . animal Centrioles
O °
0y O
° 6 O Golgi
' O 2 apparatus
@ Aparato
Vesicula de de Golgi
transporte Membrana
Mitocondria pesmatica

Lysosome

Nucleus



Funciones

1 Recepcion
de informacion

“

3 Capacidad de
movimiento y
expansion

%y

2 Importacion
y exportacion de
moléculas pequenas



Funciones

4. Interaccion célula-célula o célula-matriz

Restos de

Bloqueador oligosacaridos

de anticuerpos
en PSGL-1

junctional
complex

intermediate
(o filaments




Funciones

5. Senalizacion celular

(A) ENDOCRINA
Receptor

Célula endocrina Célula blanco

% .
s

Torrente sanguineo

Célula blanco

(B)  PARACRINA

Célula
sefializadora
@ s

Mediador
local

(C)  NEURONAL

Sinapsis
Neurona Terminacion IJ'I
nerviosa
9,
- L J
TR L)
‘ !
Axb6n
: Célula blanco
Cuerpo Neurotransmisor
celular

(D) DEPENDIENTE DE CONTACTO

Célula senalizadora  Célula blanco

/

Molécula sefial
unida a
membrana




Funciones

5. Senalizacion celular

MOLECULA DE SENALIZACION EXTRACELULAR A o
Membra_na
P'”"“‘{“ RECEPTOR PROTEICO S
o "
= l e \
CRECIMIENTO
1 B — - a (
| DIVISION ‘
‘ MOLECULAS DE SENALIZACION INTRACELULAR / \
¢ I E
} :

- A\
/ ‘ \ B —= @ = DIFERENCIACION

x =) - PROTEINAS EFECTORAS c / I \ -
F

Enzima Proteina Regulador de la
metabdlica citoesquelética transcripcion

l l l Célula
CAMBIO CAMBIO ENLA CAMBIO ENLA = MUERTE = apoptésica
EN EL FORMA O EL EXPRESION RESPUESTAS DE LA CELULA BLANCO
METABOLISMO MOVIMIENTO GENICA




Composicion y estructura

Proteina periférica
externa

Proteina Glucoproteina
integral

Colesterol \“\9 \
' AJN

* Lipidos: 48%
* Proteinas: 48%

Cola hidrofébica | | .
* Hidratos de carbono: 4%

del fosfolipido ) $
Cola hidrofilica /-/’b

del fosfolipido

Glucolipido

r Fosfolipido

Proteina periférica
interna



Composicion y estructura

LIPIDOS DE MEMBRANA

| FOSFOLIPIDOS ) | GLUCOLIPIDOS |

| Glicerofosfolipido | | Esfingolipido )

Colina

Alcohol

| 2 3
. Glicerol Esfingosina ¥ ) &
.‘1:,5_*. 3

,(,‘.

Ve,

§ 3
mmm—— Enlace éster

Enlace amida
memms Enlace glucosidico

Ac. graso
Ac. graso




Composicion y estructura

La fosfatidilcolina es el fosfolipido mas abundante

CH,—N*(CHj),
COLINA &,
Cabeza polar | c‘>
(hidrofila) FOSFATO o=p—0
I (l) Cabeza
GLICEROL CH,—CH—CH, i
| |
_— 0 ©
C=0 C=0
1 2 éHz éHz Colas
¢ o
e T
5 P g
% ?Hz ?Hz
CH, CH,
Colas no & <'3H2 c'Hz
polares ~ ('ﬂ-b ¢n _ Doble
(hidréfobas) § é \ enlaces
Q o He
e % éHz CH.
£3 SHy Ctt,
2, ¢ Clte
Y L, %
H,
% o .
% CH, CH,
I
% CH, Chs
! &y

(A) (B) (©)



Composicion y estructura

Cabezas hidrofilas

Cola hidrocarbonada —— é:z
2

I
CH
7NN
CH; CHj3
Fosfatidilserina Galactocerebrésido
I
(un fosfolipido) EolG (un glucolipido)

(un esterol)



Composicion y estructura

El caracter anfipatico de los fosfolipidos permite que se cree una doble capa lipidica

ENERGETICAMENTE DESFAVORABLE

tm—

En una bicapa fosfolipidica plana, las
colas hidréfobas (capa blanda) estan
expuestas al agua a lo largo de los
bordes

Molécula fosfollpida Bicapa lipldica Bicapa lipidica en la
representacién de

una membrana

La formacion de un
compartimento sellado protege
a las colas hidréfobas del agua

ENERGETICAMENTE FAVORABLE



Composicion y estructura

COLESTEROL: molécula de esterano + cadena hidrocarbonada 8C

Hidrofoba
* Rigida e insoluble en agua

« SolidaaTA

» Soluble en sangre (VDL y VLDL)



Composicion y estructura

Estructura
esteroide
anular
plana,
rigida

(A)

p—
/

\
\

El colesterol tiende a volver mas rigidas las membranas plasmaticas

] Grupo polar
"~ delacabeza

Cola
hidrocarbonada
no polar

Fosfolipido

Colesterol

(B)

Cabeza
polar

Regién
mas rigida

por el
colesterol

Region
mas
liquida

6 nm



Composicion y estructura

Percentage of total

La membrana plasmatica es asimétrica

50 gy Total Phospholipid
Outside

25 ‘";.; Sphingomyelin
- | Phosphatidylcholine

| S

251

Inside
50

ESPACIO EXTRACELULAR

0,‘0 0 0,\0 :\:'H:'ﬁ. 00,‘0\0 0,\0 § 05,\0 0
‘s

i \

Phosphatidylserine
| v

Phosphatidylethanolamine
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Los fosfolipidos y los glucolipidos estan distribuidos de manera asimétrica en la bicapa lipidica



Composicion y estructura

La membrana plasmatica es asimétrica

Medio extracelular
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Composicion y estructura

Los esfingolipidos y el colesterol no se distribuyen de forma uniforme

Exterior de la célula
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Composicion y estructura

La alteracidn de la composicidon de los RAFT propicia la desregulacion de las vias de sefializacidn y circuitos neuronales

EVENTOS FISIOLOGICOS

Proyeccion axonal - transmision sinaptica - plasticidad sinaptica

( Balzs'goplana Caveola \
B LI W e : RAFT | T, g\m
Wm x 2 % £

o Glicolipido - % i
Proteina integral periférica
Colesterol Canal idénico
| &
Bicapa m«mmm« : \
lipidica ﬁ $

PR,

Placa B—amiloidea &%

Neurofibrillas (=
Cuerpo de Lew

e

Y
T *

Dano axonal

Alzheimer — Parkinson —Huntington — SLO — NPC - DLB - NO - CJ
ENFERMEDADES NEUROLOGICAS



Composicion y estructura

Las proteinas de membrana se asocian con la bicapa lipidica de diferentes maneras

(A) (8) (9} (D)

ASOCIADAS A
TRANSMEMBRANA LA MONOCAPA UNIDAS ALIPIDOS UNIDAS A PROTEINAS
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J L ]
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70% 30%
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Composicion y estructura

Las proteinas de la membrana plasmatica cumplen diversas funciones

TRANSPORTADORES ANCLAS RECEPTORES ENZIMAS
Y CANALES
A< ESPACIO
— < S S EXTRACELULAR
l CITOSOL

Jo /', ,1‘ :\

/I‘\
R
X Y

CUADRO 11-1 ALGUNOS EJEMPLOS DE PROTEINAS DE LA MEMBRANA
PLASMATICA Y SUS FUNCIONES

Clase funcional | Ejemplo de proteina Funcién especifica

Bombea activamente Na* hacia el
exterior de la célula y K* hacia el interior
(se analiza en el cap. 12)

Transportadores Bomba de Na*

Canales iénicos  Canal de filtracién de K*  Permite que los iones K* abandonen las
células, lo que influye en la excitabilidad

celular (se analiza en el cap. 12)

Proteinas de Integrinas Conectan filamentos de actina
anclaje intracelulares con proteinas de la matriz
extracelular (se analiza en el cap. 20)

Receptores Receptor del factor de Se une al PDGF extracelulary,
crecimiento derivado de  en consecuencia, genera sefales
plaguetas (PDGF) intracelulares que llevan a la célula a
crecer y dividirse (se analiza en los caps.
16y 18)
Enzimas Adenililciclasa Cataliza la produccién de la pequena

molécula de senalizacién intracelular
AMP ciclico en respuesta a senales
extracelulares (se analiza en el cap. 16)



Composicion y estructura

Las proteinas de la membrana plasmatica cumplen diversas funciones: receptores de membrana

RECEPTORES ACOPLADOS A CANALES IONICOS

Q
o ® o
*. »
®
—_—
/ : / E
Canal cerrado Canal abjerto
RECEPTORES ACOPLADOS A ENZIMAS
Molécula sefial en =
forma de dimero \ “
0
CITOSOL
' > o 7
\ / :’I \\é'l/ \\:
Dominios cataliticos Dominios cataliticos
inactivos activos

o.>lones

" e —Molcula sefal
— Membrana
plasmética
[ © CITOSOL
o o
./ Molécula sefial
L ] | [T 3
Receptor inactivo Receptor activo
Enzima
asociada

activada



Composicion y estructura

Las proteinas de la membrana plasmatica cumplen diversas funciones: receptores de membrana
- Receptores con actividad quinasa P _ \ _—
P 9 .» | )\ Factores de crecimiento
AREG EREG
- Receptores con actividad fosfatasa L ' :

EGFRF———— |EGFR|EGFR b———

Proteinas
cinasas

Cell cycle activation

Proliferation and survival

Quinasas y fosfatasas

Nucleus intracellular




Composicion y estructura

Las proteinas de la membrana plasmatica cumplen diversas funciones: receptores de membrana

(A Membrana plasmitica
ESPACIO EXTRACELULAR \
Receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) m {
CITOsOL P P
Recoptor proteico nacivo »'-a [ B i
Amino acids Cd ;
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g5 - 41156
OCEROH A_ AP0
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a-Helices
Transmembrane domains

ACTIVACION DE EFECTORES



Composicion y estructura

Las proteinas de la membrana plasmatica cumplen diversas funciones: estructural

Una corteza compuesta en gran medida por espectrina confiere a las células su forma caracteristica

@

Proteinas

. de fijacion | |
(B) Proteinas transmembrana 100 nm




Composicion y estructura

La ESFEROCITOSIS HEREDITARIA es una anemia hemolitica congénita
"erticales 00 o0 % (« » A~ (P
°0 ‘ o
% ©

...........................

B-Espectrina
Ankirina

‘Proteina 41
EGlicoforina C

. - B-Espectrina a-Espectrina
Interacciones R — SO U
horizontales < >

‘B-Espectrina Actina

Estabilizado por proteinas 4.1y 4.9

Esp: espectrina; Ank: ankirina; Gf: glicoforina.
................... : interacciones verticales.
._._ . interacciones horizontales.

Defectos en las proteinas de la membrana de los glébulos rojos resultan en su destruccidon prematura en el bazo



Composicion y estructura: GLUCOCALIX

Los hidratos de carbono se encuentran en el lado externo de la membrana formando el Glucocalix

Glucoproteina Glucoproteina Proteoglucano
transmembrana adsorbida transmembrana

©=unidad de azucar

Capa rica
en hidratos de
carbono

ESPACIO
Glucolipido

Bicapa
lipidica

CITOSOL



Composicion y estructura: GLUCOCALIX

Los hidratos de carbono se encuentran en el lado externo de la membrana formando el Glucocalix

Glycocalyx

Proteccion mecanica de la célula
Atraccion de agua a la superficie celular
Confieren superficie limosa: movimiento

Especificidad celular
* Reconocimiento intercelular: lectinas
* Adhesidn celular: cadherinas e integrinas




Composicion y estructura: GLUCOCALIX

foagen: Marco de Mesa Cdceres

=1 Ceramida

Grupo sanguineo.

{ 6l |
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GalNAc

Grupo A

Grupo B
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Grupo O

L Gal |

Eritrocito
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Antigeno O

Ceramida

Antigeno A

Antigeno B




Composicion y estructura: GLUCOCALIX

El reconocimiento de hidratos de carbono de la superficie celular de los neutrofilos permite que estas células inmunitarias

comiencen a migrar fuera de la sangre y hacia los tejidos infectados

Vaso

P =
_./ SN A
LAS LECTINAS sanguineo
RECONOCENILOS EL NEUTROFILO
HIDRATOS DE CARBONO
DE LOS NEUTROFILOS RUEDAA LO LARGO SANGRE
DE LA PARED DEL OTRAS INTERACCIONES

PERMITEN QUE EL NEUTROFILO

VASO SANGUINEO
MIGRE AL TEJIDO INFECTADO

Oligosacarido
especifico

Lectina

Célula endotelial



Composicion y estructura: GLUCOCALIX

A Condiciones fisiologicas B Isquemia/reperfusion
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ﬁ Monocito Proteoglicanos SODe
® WWF ’ TFPI 9 1cAm

* Mantener el tono vascular
* Barrera

» Superficie inflamatoria



GLUCOCALIX
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Alteraciones del glucocalix se asocian con los procesos metastasicos
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Composicion y estructura

MODELO DE MOSAICO FLUIDO

La bicapa lipidica es un liquido flexible bidimensional y la fluidez de la capa lipidica depende de su composicidon

Difusion lateral

——
ailfl . 000000,
'3833383'3380‘ -
AR "“. )\ |meare : bnversllon”o
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0.. AL | | (flip-flop)
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‘
00000060

Flexion Rotacion



Composicion y estructura

MODELO DE MOSAICO FLUIDO

La bicapa lipidica es un liquido flexible bidimensional y la fluidez de la capa lipidica depende de su composicidon

(a) i
Grupo O\ /o

carboxilo

Fosfolipido
. ] Grupo polar Colesterol Trans
-/ .~ delacabeza
Estructura \'\ ( . gade:a
esteroide / \\ idrocarbonada
anular ‘\ ,
plana, _"\“ )
rigida ] B
- Cola (c)
hidrocarbonada
no polar

N m

Acidos grasos saturados Mezcla de acidos grasos saturados
e insaturados



Composicion y estructura

MODELO DE MOSAICO FLUIDO

La ACANTOCITOSIS se caracteriza por eritrocitos anormales con una membrana plasmatica rigida debida a la elevada
cantidad de colesterol

E—
'
?
—e—
Imagen de un frotis de sangre periférica que contiene algunos acantocitos. Inmersion Imagen de un frotis de sangre periférica que contiene algunos acantocitos (ejemplos
en aceite 50x. De la Coleccion MLS, Universidad de Alberta, https://doi.org/10.7939 mostrados con flechas). Inmersion en aceite 50x. De la Coleccion MLS, Universidad de

/R3MP4W32X Alberta, https://doi.org/10.7939/R3MP4W32X



Renovacion de la membrana plasmatica

CITOSOL
000 000
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Renovacion de la membrana plasmatica

Membrana plasmatica

Fusion de

la vesicula A
con la membrana

plasmatica

Vesicula procedente
del sistema
endomembranoso
(RE, aparato de Golgi) A

Formacion de una vesicula
en el RE y paso a través
del aparato de Golgi

Reticulo endoplasmatico
(RE)

Exterior
celular

Fraccion glucidica
de glucoproteinas/
glucolipidos
de membrana

cccccccc

,,,,,,,,

JETTTIaIIT

Cavidad
luminal

Citosol

Para corregir la accion inespecifica de la escramblasa,
la flipasa cataliza la translocacion
de fosfatidilserina y cefalina de la hemimembrana E a la P

La renovacion de los componentes lipidicos
de la membrana plasmatica
tiene lugar por la fusiéon de la vesicula a la membrana.
Tras esto, la hemimembrana E queda expuesta al exterior celular.

Formacion de una vesicula en el RE
y paso a través del aparato de Golgi:
en este compartimento, se terminan de sintetizar
los glucoesfingolipidos en la hemimembrana E, en contacto
con la cavidad luminal. No se requiere translocacion.

Translocacion
inespecifica de los
glicerofosfolipidos
por la escramblasa

/ PRe®%  Incorporacion de
§§ glicerofosfolipidos

A

il

a la mitad citosdlica
de la membrana del RE



Universidad deValladolid

Membrana plasmatica
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Universidad deValladolid

Transporte de sustancias a través de la membrana

Prof. Ricardo Usategui Martin

Dpto. Biologia Celular, Genética, Histologia y Farmacologia
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ricardo.usategui@uva.es



Macrotransporte vs. microtransporte
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Microtransporte

La posibilidad de paso de las moléculas va a depender del tamafio y de la liposolubilidad.
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Microtransporte: difusion simple

- Afavor de gradiente

- No consume energia

- Moléculas hidrofdbicas y polares pequefas sin carga
- Transporte bidireccional

- Método equilibrado

VELOCIDAD DEL TRANSPORTE: Ley de Fick

- Forma de la molécula: coeficiente de difusion (D)
e® oo ®lee e - Hidrofobicidad de la molécula: coeficiente de particion (K)
e - Grosor de la membrana (AX)
(A ”mm )]|] - Gradiente de concentraciéon (C2-C1)
OO0 - Carga




Microtransporte: difusion facilitada

Carga, tamano, estructura, concentracion...

Proteinas especificas: proteinas transportadoras o canales

Espacio extracelular

o o) Espacio extracelular ©
o) e ©
@]
T e ©
Proteina
o Q 0
de canal @]

Protelna
o o transportadora o
Espacio intracelular e Espacio intracelular o

Cambio conformacional



Microtransporte: difusion facilitada por canales de membrana

LOS CANALES DE MEMBRANA permiten el paso de moléculas de pequefio tamafio y carga adecuada

Su apertura suele estar regulada: no se atraviesan de forma indiscriminada

1. CANALES IONICOS
2. ACUOPORINAS

3. PORINAS




Microtransporte: difusion facilitada por canales de membrana

Los CANALES IONICOS llevan a cabo un transporte rapido de determinados iones

Las diferencias de concentracion de iones inorganicos a través de una membrana celular generan un potencial de membrana

direccion

opuestas

A+ % (B)
+
L T CUADRO 12-1 COMPARACION ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE IONES EN EL INTERIOR Y EL EXTERIOR DE UNA
CELULA DE MAMIFERO TIPICA
* * % EXTERIOR [ |
g s ke e 7 el sl 3 w2 e _ Concentracién intracelular (mM) Concentracién extracelular (mM)
Membrana Cationes
celular
— p——— Se— SE— Na* 5-15 145
INTERIOR & o 4 K+ 140 5
+
+ o e ¢ Mg?2* 0,5* =2
) ) Ca?* 10-4 1-2
Gradiente Gradiente
electroquimico cuando electroquimico cuando H* 7x107°(10-72M o pH7,2) 4x107> (1074 Mo pH 7,4)
los gradientes de los gradientes de Aniones**
voltaje y concentracion voltaje y concentracion
acttian en la misma actGan endirecciones Cl- 5-15 110



Microtransporte: difusion facilitada por canales de membrana

CERRADO
Membrana
plasmatica en
reposo

CITOSOL

ABIERTO
$ ' A s
Membrana -
plasmatica
despolarizada
+++ v
v CITOSOL ol ' e X
(A) Regulado (B) Regulado por (C) Regulado por (D) Regulado
por voltaje ligando (ligando ligando (ligando mecanicamente

extracelular) intracelular)



Microtransporte: difusion facilitada por canales de membrana

Los CANALES IONICOS llevan a cabo un transporte rapido de determinados iones

Canales Canales
cerrados abiertos

Enlace

de punta Canal

Canales MECANOSENSIBLES

Enlazador

Canales QUIMIOSENSIBLES

Membrana

Actina

Canales DEPENDIENTES DE VOLTAJE

Canales de las UNIONES DE TIPO GAP

Células ciliadas del oido



Microtransporte: difusion facilitada por canales de membrana

Los CANALES IONICOS llevan a cabo un transporte rapido de determinados iones

Ingreso de
iones con
carga positiva
Células ciliadas PR CANAL
auditivas r '
Células de sostén ABIERTO

Filamento
conector

Estereocilios

Membrana basilar Fibras del nervio auditivo

ESTEREOCILIOS NO ESTEREOCILIOS
INCLINADOS INCLINADOS

(A) B)



Microtransporte: difusion facilitada por canales de membrana

Los CANALES IONICOS llevan a cabo un transporte rapido de determinados iones

Canales MECANOSENSIBLES
Canales QUIMIOSENSIBLES
Canales DEPENDIENTES DE VOLTAJE

Canales de las UNIONES DE TIPO GAP

Acetilcoling .- Receptores 111
de acetilcolina

(~'\
v :
Vesiculas N Nervio

que contienen |
acetilcoling—4&

UNIGN NEUROMUSCULAR

(b) Acetylcholine
binding 7ite




Microtransporte: difusion facilitada por canales de membrana

Los CANALES IONICOS llevan a cabo un transporte rapido de determinados iones

Canales MECANOSENSIBLES

Canales QUIMIOSENSIBLES

Canales DEPENDIENTES DE VOLTAJE

Canales de las UNIONES DE TIPO GAP

CERRADO Canal de Na* regulado

/ por voltaje

ESPACIO
EXTRACELULAR Gidk &

M

Membrana — Membrana
en reposo

plasméatica
CITOSOL
LLEGADA DEL
POTENCIAL DE ACCION
Membrana
despolarizada
++ +
Sensores de voltaje
INACTIVADO ABIERTO

Cruciales en la generacion del potencial de membrana



Microtransporte: difusion facilitada por canales de membrana

Los CANALES IONICOS llevan a cabo un transporte rapido de determinados iones

Membranas #
L
adyacentes §

Canales MECANOSENSIBLES

Conexinas Interior

celular

Interior
celular

Canales QUIMIOSENSIBLES
Canales DEPENDIENTES DE VOLTAIE

Canales de las UNIONES DE TIPO GAP

Abierta Cerrada

Exterior $
celular

Importantes en la sinapsis eléctrica



Microtransporte: difusion facilitada por canales de membrana
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Microtransporte: difusion facilitada por canales de membrana

ACh vesicles

Muscle Muscle

Normal Pathological

Sindrome miasténico de Lambert-Eaton



Microtransporte: difusion facilitada por canales de membrana

1.
2.
3.

CANALES IONICOS
ACUOPORINAS
PORINAS

Las moléculas de agua difunden con mas rapidez a través de canales de ACUOPORINA
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El movimiento del agua se rige por el gradiente osmético
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Microtransporte: difusion facilitada por canales de membrana

Proximal Distal
Glomerulus tubule

CORTEX
Proxemal
tubule
OUTER
MEDULLA
- Ave
Oescending el
thin émb
INNER
MEDULLA
AQP2
AQP3
FINAL URINE
oleclrolytos & variable contontrations
bicarbonate absont AQP4

PrORgIng At low CONCOMY MtONS




Microtransporte: difusion facilitada por canales de membrana

1 CANALES IONICOS Las PORINAS se encuentran en la membrana externa de las mitocondrias
2. ACUOPORINAS
3. PORINAS

.. ADN de la mitocondria
Laminillas

Membrana internal
Membrana del limite interior
Membrana cristal

Matriz
Crestas

Granulo
del matriz

Espacio intermembrana
Espacio intracristal
Espacio periférico

Ribosoma

Membrana external

Porina




Microtransporte: difusion facilitada

Carga, tamano, estructura, concentracion...

Proteinas especificas: proteinas transportadoras o canales

Espacio extracelular

o o) Espacio extracelular ©
o) e ©
@]
T e ©
Proteina
o Q 0
de canal @]

Protelna
o o transportadora o
Espacio intracelular e Espacio intracelular o

Cambio conformacional



Microtransporte: difusion facilitada por proteinas transportadoras

Muchas sustancias hidroéfilas requieren ser transportadas por proteinas transportadoras o PERMEASAS

Proteina portadora
y cambio conformacional

- Especificidad de sustrato: punto de union
- Saturacion
- Inhibicidon competitiva

Punto de union /0 Apertura

) de la union
Molécula

transportada

Se unen al soluto de manera especifica y sufren cambios conformacionales



Microtransporte: difusion facilitada por proteinas transportadoras

Mueven un soluto a favor de su gradiente

Glucosa

®e

ESPACIO '
\ EXTRACELULAR ‘ .
Membrana Gradiente de
celular concentracion
\ CITOSOL

Transportador Sitio de union
de glucosa a la glucosa




Microtransporte: difusion facilitada por proteinas transportadoras




Microtransporte: difusion facilitada por proteinas transportadoras

) La disfuncion de GLUT4 se asocia a diabetes mellitus tipo 2
Insulin

l Glucose




Microtransporte: transporte activo

Transporte activo de un soluto contra de su gradiente electroquimico y es un transporte unidireccional
LUZ
| |
&

g /
& Membrana
celular
\ \
7

Gradiente
electroquimico

»
\ B /
N
/‘
ADP
BOMBA IMPULSADA BOMBA BOMBA IMPULSADA
POR GRADIENTE IMPULSADA POR POR LUZ
ATP

El transporte activo se puede clasificar en DIRECTO (hidrdlisis de ATP) o INDIRECTO



Microtransporte: transporte activo directo

© O
Memb
° ° ° pIZ;antaig: 3@

00O ESPACIO ¥
EXTRACELULAR
. + +\|+ + + + + +
Gradiente Gradiente . Lo
electroquimico electroquirmico * Mantener el equilibrio osmaético.
de Na* de K* * Establecer el potencial de membrana.
epy———— ———— e Realizar co-transporte de nutrientes.
/ CITOSOL
2 I8 (P)
® 5 .
i €
ADP A
n +
ATP o



Microtransporte: transporte activo directo

ESPACIO Membrana plasmatica p @
EXTRACELULAR LA FOSFORILACION DESENCADENA
LA BOMBA SE AUTOFOSFORILA, \ UN CAMBIO CONFORMACIONAL Y EL
HIDROLIZANDO ATP @ Na*ES EYECTADO
- .
2 3
CITOSOL
P P)
S /
Fosfato de enlace 4 UNION DE K+

de alta energia
UNION DE Na* | !

P K*
6 5 [ \
<% K+ -3
LA BOMBA RECUPERA SU LA BOMBA SE
CONFORMACION ORIGINAL Y AUTODESFOSFORILA
EL K* ES EYECTADO @

K+



Microtransporte: transporte activo directo

2 C
LUZ DEL RETICULO

SARCOPLASMICO

}‘ CITOSOL

Acido aspartico
fosforilado

Sitios de unién
al calcio

2 Ca"’

s L
Acndo aspartico




Microtransporte: transporte activo indirecto

Traslada el sustrato de un medio a otro aprovechando |la ENERGIA liberada al equilibrarse un gradiente electroquimico

ESPACIO EXTRACELULAR
o & (‘
0 %2° 0% M o o% o o ©
o0 SGLT-1 \ O

Gradiente

electroquimico de -— O —_— O  — Gra<|1 iente de
Na* glucosa

e
° » o o /\Vae gy
@ o o e g
CITOSOL Ocluido- Abierto Ocluido- Abierto hacia Ocluido-
vacio hacia afuera ocupado e adento <« * vacio

L J

Glucosa Na*

En el cotransporte, ambos sustratos se desplazan en el mismo sentido



Microtransporte: transporte activo indirecto

LUZ INTESTINAL

& O
N NN

CAPTACION ACTIVA DE
GLUCOSA DEL INTESTINO

J

Cotransporte
unidireccional
de glucosa
impulsado
por Na*

Dominio lateral de
la membrana
plasmatica

Unitransporte
pasivo de glucosa

Dominio apical
de la membrana
plasmatica que
— cubre una
vellosidad

__Unién
estrecha

- Epitelio
intestinal

LIBERACION PASIVA DE GLUCOSA
PARA UTILIZACION POR OTROS

TEJIDOS @ de Na*

LiQUIDO EXTRACELULAR

Baja
concentracion
de glucosa

Alta
concentracion
de glucosa

Baja
concentracion
de glucosa




Microtransporte: transporte activo indirecto

En el contratransporte, el transporte de la molécula va en un sentido mientras que el ion que promueve el transporte
sigue el opuesto

Na*
Exterior "\‘ (@R /7 )
| WV, |
!
|
)

g e ki s> i o 2/Sa )
Interior ) ¥y ._ \ 'g

En el corazoén, en el En todas las células
musculo liso y estriado para regular el pH

y en el rindn



Macrotransporte: endocitosis y exocitosis

Exocitosis

Endocitosis

3

.-.-.-......I.-...-.'-:; p....-...-....-.--|

1y



Macrotransporte: endocitosis y exocitosis

Las vesiculas de transporte llevan proteinas solubles y fragmentos de membrana entre los compartimentos

_— EXOCITOSIS
o ©—. ;

Lisosoma Membrana
End plasmatica
ESil\oltura IS g ta':di(())soma ENDOCITOSIS
Reticulo \ O O
endoplasmatico O @
O
O ?\/O)
C Endosoma
temprano
O @
O—
- M
O
—
O Vesiculas de transporte
. J\B
oA
| J
Aparato de Golgi

CITOSOL

/

ESPACIO
EXTRACELULAR



Macrotransporte: es impulsado por el ensamblado de una cubierta proteica

Ayudar a modelar la membrana para formar la vesicula secretora y captura moléculas para el transporte: CLATRINA




Macrotransporte: es impulsado por el ensamblado de una cubierta proteica

CUADRO 15-4 ALGUNOS TIPOS DE VESICULAS RECUBIERTAS

Recubierta por clatrina Clatrina + adaptina 1 Aparato de Golgi Lisosoma (a través de los endosomas)
Recubierta por clatrina Clatrina + adaptina 2 Membrana plasmatica Endosomas

Recubierta por COPII Proteinas COPII RE Cisterna de Golgi

Recubierta por COPI Proteinas COPI

Cisterna de Golgi RE



Macrotransporte: es impulsado por el ensamblado de una cubierta proteica

'\
Vesiculas \
en gemacion Vesicula recubierta f

por clatrina

\@\i %,

Vesicula de transporte

B)  Anillo de

dinamina Clatrina

Receptor  Memprana
de carga

- Dinamina aoenaca
- CITOSOL
ESPACIO EXTRACELULAR
Moléculas de carga
ENSAMBLADO DE LA FORMACION DEL FORMACION DE LA PERDIDA DE
(A) CUBIERTA'Y BROTE VESICULA LA CUBIERTA

SELECCION DE LA
CARGA



Macrotransporte: la fijacion de vesiculas depende de ataduras y SNAREs

Las proteinas Rab (GTPasa monomérica) y SNARE ayudan a dirigir las vesiculas de transporte a sus membranas diana

b Receptor

Proteina de carga

e

Rab \ANCLAJE

v-SNARE

FIJACION

Proteina anclada

CITOSOL

Membrana blanco t-SNARE ‘

PROTEINA DE CARGA
ENTREGADA



Macrotransporte: la fijacion de vesiculas depende de ataduras y SNAREs

Las proteinas Rab (GTPasa monomérica) y SNARE ayudan a dirigir las vesiculas de transporte a sus membranas diana

Vesicula de
transporte
F“ACI'ON DELA  GOALESCENCIADE FUSION DE LAS
VESICULA DE LAS MEMBRANAS BICAPAS LIPIDICAS
TRANSPORTE

v-SNARE
t-SNARE

CITOSOL

\ ¢

Membrana blanco

Los lipidos fluyen juntos para formar una bicapa continua



Macrotransporte: exocitosis

Proteinas
solubles recién
sintetizadas para
secrecion
constitutiva

Lipidos de membrana
plasmatica recién sintetizados

Vesicula de
transporte

Exocitosis no
regulada

/

Proteina de la
membrana plasmatica
recién sintetizada

SECRECION
CONSTITUTIVA

Membrana plasmatica

Red Senal extracelular
del t como hormona o
GeOIQrians - 2 neurotransmisor
Transduccion de
senales
Spe % ® Exocitosis
~ @ \\ g %::. .°. regulada
| j SECRECION | ®
Apar st e B Vesicula secretora  REGULADA
RO que almacena
proteinas secretoras
trada
S CITOSOL ESPACIO EXTRACELULAR




Secrecion de células caliciformes




Exocitosis regulada de insulina

A

s e, l
o L00 ,: © 0500 Proinsulina

(] e ® o CGN
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Trans-Golgi
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e Granulos B
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A 4
Proinsulina

Proinsulina + péptido C

Granulos B
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® de crinofagia Insulina + péptido C

Ex Membrana

Y ocitosis ra
W plasma’uca
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Exocitosis regulada por neurotransmisores y potenciales de accion

TERMINACION NERVIOSA
EN REPOSO
Canal de Ca** o )
regulado Terminacion nerviosa
por vonaje presméptlca
CERRADO Neurotransmisor
\o Vesicula
oy
Hendidura [ Receptor
sinaptica de neurotransmisor

Célula
postsinaptica

TERMINACION
NERVIOSA ACTIVADA

Llegada del
potencial de
accion

(senal eléctrica)

Canal de Ca**

regulado por

voltaje
ABIERTO

N

P

CC&Z’
(0
1 ’ ‘\ Neurotransmisor

liberado
(sefal quimica)

Vesicula sinaptica
fusionada

=) tor activado
|

Recep
por neurotransmisor
Cambio del
‘ potencial de
membrana
ones (sefal eléctrica)

CELULA POSTSINAPTICA
ACTIVADA



Macrotransporte: endocitosis

* Las células eucariontes captan continuamente liquido, junto con moléculas grandes y pequenas
e Otras células también pueden internalizar particulas grandes e, incluso, otras células

* Se forman vesiculas endociticas intracelulares para ser incluidos en los endosomas

* PINOCITOSIS (“bebida celular”) vs. FAGOCITOSIS (“comida celular”)

Fagocitosis Pinocitosis

o

@ particulas sdlidas

‘ 6
Pseuddpodos
':Vesfc ula

Endosoma

> 250nm diametro
Fagosomas

< 250nm didmetro



Endocitosis: fagocitosis

Células especializadas (macrdéfagos, neutréfilos...)

Las particulas son reconocidas por receptores de
membrana plasmatica

Las células emiten extensiones de la membrana
plasmatica o pseudopodos que engloban a la
particula en una gran vesicula o fagosoma

El fagosoma se fusiona con lisosomas
(fagolisosoma): digestion del contenido.

Granulo azurdfilo >\E')A
(-]

" A
Lisosoma ¥

[/ ®
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\ 2 o \-@.
/ O | 4
] \ 1
o
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o
\.o /

Seuddpodo

™Y
AN

b Anticuerpo
°® O\\\ A/ P
o /*ﬁ =
° |
oo Antigeno

N

Receptor de Fc

Fagolisosoma

Cuerpo residual

) o \
\ O 5 0‘3 D Exocitosis
S >
Digestion |



Endocitosis: fagocitosis

Las células fagociticas especializadas pueden ingerir otras células

Seudbépodos

Bacteria en ?

bty Bordes de los seudépodos
division

en extension

Membrana
plasmatica

Leucocito fagocitico




Endocitosis: Pinocitosis

Puede ser:
- Mediada por clatrina: endocitosis mediada por receptor
- Mediada por caveolinas: caveolas
- Macropinocitosis: amplias protusiones citoplasmaticas a modo de lamelipodios

» » "
.
e

‘

EX m‘*lt.}



Endocitosis: Pinocitosis

La ingesta masiva e inespecifica de fluido extracelular ocurre a través de los macropinosomas que se forman a partir
de pliegues de membrana plasmatica

Pliegues en la superficie de la membrana
se repliegan hacia su interior

. de la membrana| = P

.. Plleg'uos de
membrana

: '-"-“.\-.z". N
> @NG) ‘ /772 T Filamentos
sl e/ e\ Ly de actina

i Macropinosoma
| //  maduro ,

.
ot PRy N .
L .e®,
. g
" o - .

| (% Tl \
S :.-: '0..'.: .l'. -. -

1 Endosoma temprano :=.:}'-,':.;;.'-ZZ;-':-3' \

| .

P B0 .' Endosoma tardio A

Lisosoma

\ /
\ /
\ /
. /
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Endocitosis: Pinocitosis

La ingesta masiva e inespecifica de fluido extracelular ocurre a través de los macropinosomas que se forman a partir
de pliegues de membrana plasmatica: sistema de reciclaje

’?\




Endocitosis: Pinocitosis

Incorporacion de moléculas especificas (hormonas, factores de crecimiento, vitaminas, colesterol...) unidas a
receptores de membrana concentrados en depresiones revestidas de clatrina.

@ @ @

-~ Proteina

de carga
_—~Recaptor de carga

r Fyyd J—lr-& o

—, tina
° dap

Formacion de una Formacion de una
fosita cubserta vasicula cubierta
Dinamina

£

e,

/ cublerta

~——\V\esicula en proceso
de eliminacion de
la cublerta

‘ Y *\Vesicula sin cublerta

lista para fusionarse
S a




Endocitosis: Pinocitosis

Incorporacion de moléculas especificas (hormonas, factores de crecimiento, vitaminas, colesterol...) unidas a
receptores de membrana concentrados en depresiones revestidas de clatrina.

dﬁﬁ, '&,.c &



Endocitosis: Pinocitosis

La LDL ingresa en las células a través de endocitosis mediada por receptores

LD'-\‘@’ Receptores de LDL ESPACIO EXTRACELULAR
CITOSOL
ENDOCITOSIS syiathion ‘K-"K
\ plasmatica / REGRESO DE

’ RECEPTORES
bt PERDIDA DE Q DELDLALA
esicula LA CUBIERTA MEMBRANA
recubierta Endosoma / PLASMATICA

de clatrina - @
T Q DESPRENDIMIENTO DE
FUSION CON VESICULAS DE TRANSPORTE

ENDOSOMA / DE LA MEMBRANA

ENTREGA DE LDL AL
1 LISOSOMA

Enzimas —

hidroliticas Colesterol

libre

Lisosoma $004, %



Endocitosis: Pinocitosis

Las mutaciones en el receptor de las LDL se asocian con hipercolesterolemia familiar

NO HF

Los receptores de LDL del higado
capturan las LDL circulantes.

* Se eliminan las LDL de la sangre

LDL
RECEPTOR DE LDL

ALGUNOS CASOS DE HF

MAYORIA DE LOS CASOS DE HE Los receptores de LDL se quedan
- i P ~ SN alr ’J' 3
No hay suficientes receptores atrapados en el higado
de LDL que funcionen de * La mayoria de las LDL permanecen
i ' T en la sangre
manera adecuada o
* La mayoria de las LDL
permanecen en la sangre

ALGUNOS CASOS DE HF
Uno de los componentes de las LDL (llamado ApoB)
no funciona bien y las LDL no pueden unirse al receptor
de las LDL de manera adecuada.
* La mayoria de las LDL permanecen
en la sangre



Endocitosis: Pinocitosis

Las mutaciones en el receptor de las LDL se asocian con hipercolesterolemia familiar
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Endocitosis: Pinocitosis

Los virus pueden ingresar en las células a través de endocitosis mediada por receptores

Particulas virales Membrana plasmatica

® | I

(A) | V - | Vesicula recubierta 0,5 um
por clatrina



Endocitosis: Pinocitosis

Las caveolas son invaginaciones de membrana entre 50-100 nm de diametro, cuya principal proteina es la caveolina

|Plasma membrane
“ 2 Dynamm 2

Espacio extracelular
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Endocitosis: Pinocitosis

Las caveolas son invaginaciones de membrana entre 50-100 nm de diametro, cuya principal proteina es la caveolina




Endocitosis: Pinocitosis

Las caveolas son invaginaciones de membrana entre 50-100 nm de diametro, cuya principal proteina es la caveolina
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Universidad deValladolid

Especializaciones de la membrana. Uniones intercelulares

Prof. Ricardo Usategui Martin
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Especializaciones de la membrana plasmatica

Las membranas en lugar de ser uniformes tienen diferentes dominios que asumen diferentes funciones estructurales

Apical

{KJMHH{TI"A”AF& NN ] Apicat
l |

'~ |Latero-basal
| . 1‘ . . A

Basal

Las células epiteliales estan polarizadas



Especializaciones de la membrana plasmatica

1- En la superficie: Microvellosidades, cilios y flagelos

2- En la zona de contacto:
- Interdigitaciones laterales
- Laberintos o pliegues basales

3- Estructuras de union célula-célula y célula-matriz

Membrana

Membrana
basal

apical

Membrana
lateral



Microvellosidades

. Protocadherina
- Son protuberancias de la membrana harmonina
- Ampliaciones de la superficie myosina 7b

- Fundamentalmente absorcidon- enterocitos
- Estructura:

- Haces de filamentos de actina

- Fimbrina y vilina

- Miosina: unién a membrana
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Microvellosidades

Tienen un glucocalix muy desarrollado. Tincién PAS Glycocalyx
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Cilios y flagelos

Raices Corpusculo  Zona de
ciliares basal transicion Tallo 0 axonema
- >

4 1o bré > Conexiones
radiales

Vaina central

__:'\\T,..—-Par central de

microtubulos

Pareja de
— microtubulos

——Membrana plasmatica periféricos

Microtubulo C
Microtubulo B
Microtubulo A

Microtubulo A
Microtubulo B

Conexiones
radiales

Puente o
Brazos de dineina

Pareja de
microtubulos

CORTE DEL CORPUSCULO BASAL CORTE DEL TALLO

Nexina



Laberinto o pliegues basales

* Grandes hendiduras en zona basal de la célula
e Destinadas a favorecer procesos de transporte activo
* Ricas en mitocondrias

* Abundantes en epitelios con intercambio de liquidos y electrolitos g 9 h
3
9)9 ) o
Zona basal \/ Mitocondrias
Laberinto basal
Peritubular i i Tubular i Tubular
capillary \ | epithelial cells | lumen
| | |
e ———— - Na"
\'
’Na"
Na*-— €
Tight junction
Brush border
Basal — (luminal
! channels ~— membrane)
Interstitial Basement Intercellular space

fluid membrane



taciones laterales
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Uniones de anclaje celular

Las células se adhieren entre siy con la MEC a través de MOLECULAS DE ADHESION CELULAR

Transitorias vs. Estables




Uniones de anclaje celular

Tipo de moléculas de

adhesion celular

Union homo-
heterofila

Tipos de
interacciones

Union
estable/transitoria

Homodimeros de
cadherina

Heterodimeros de
integrina

Monomeros de selectina

IlgSF-CAM (ICAM)

Heterodimeros de
integrina

Homofila

Heterdfila con lamininay
fibronectina

Heterdfila con oligosacaridos
de IgSF-CAM o glucolipidos

Homofila/Heteroéfila con
selectinas e integrinas.

Heterofila con IgSF-CAM

Célula-célula

Célula-MEC

Célula-célula

Célula-célula

Célula-célula

Unidn estables (cinturones
de adhesion y desmosomas)

Union estable
(hemidesmosomas) o
transitoria (adhesiones
focales)

Union transitoria
(extravasacion de leucocitos)

Unidn transitoria
(extravasacion de leucocitos)

Union transitoria
(extravasacion de leucocitos)



Uniones de anclaje celular

Uniones oclusivas: Sella la unién entre dos
células vecinas. (Claudinas).

Uniones adherentes: Unen los haces de
actina de una célula a los de la adyacente
(Cadherinas).

i ) «— actin
junctional

complex

LA AL
00000
oeoeee
e00e0e
LA AL

o0
LA LL)
8000
200000
LL 11
200000
e0see
oooe

intermediate
filaments

Desmosomas: Unen los filamentos
intermedios de una célula a los de la
adyacente (Cadherinas).

D 4

Uniones comunicantes: Permiten el paso
de iones y pequefias moléculas
hidrosolubles (Conexinas).

Adhesiones focales: Unen los filamentos de
actina de las fibras de estrés a la matriz
i extracelular. (Integrinas)

52
s

Hemidesmosomas:
Unen los filamentos intermedios a la
matriz extracelular. (/ntegrinas)

Zonula vs. Macula



Uniones de anclaje celular: SELECTINAS

Son dependientes de calcio con afinidad para unirse a hidratos de carbono de otras células

| B Leucocito

CELULA 1

< -
33
O
1
4 e
5 Selectina Integrina
; Carbohidrato
ICAM
CELULA 9 Célula endotelial Gatbolitiats
Mondmeros de selectina  Heterdfila con oligosacaridos  Célula-célula Unidn transitoria

de IgSF-CAM o glucolipidos (extravasacion de leucocitos)



Uniones de anclaje celular: INTEGRINAS

Participan en la adhesion permanente o transitoria célula-MEC o célula-célula (transitoria).

2+
Ligand binding site Ca
Mg2+
6 a-subunit B- subunit
B-propeller «——— . .
Head region < B I-like domain
Thigh Hybrid domain
SR - SRR . . o PSI domain
gl Genu -----------------------------------
Calf-1+—— EGF domain
Leg region !
it —» p-tail domain * Vinculina
Transmembrane * Actininaa

spanning domains

Cytoplasmic
domains

e Talina
* Plectina...

Filamentos de actina
Filamentos intermedios de queratina



Uniones de anclaje celular: INTEGRINAS

Bent-Closed Extended-Closed Extended-Open
B-propeller, Bl
Thigh Hybrid
Genu PSI
Calf-1 |-EGF1-4
Calf-2 B -tail

4- R 5

A Resting state with B Intermediate state C High affinity state
low affinity for ligands Extended form with Extended form with
Folded form closed head open head



Uniones de anclaje celular: INTEGRINAS

Las integrinas forman parte de los hemidesmosomas y de las adhesiones focales

A. Hemidesmosome B. Focal Adhesion

Extracellular Matrix (ECM)

Extracellular Matrix (ECM)

Intermediate F-actin
filaments

Heterodimeros de Heterofila con lamininay Célula-MEC Unidn estable
fibronectina (hemidesmosomas) o

integrina e _
transitoria (adhesiones
focales)



Uniones de anclaje celular: INTEGRINAS

Los hemidesmosomas se situan en la parte basal de las células: aumentan la estabilidad global de los tejidos

Queratinas
(Filamentos intermedios)

Epitelio

Filamentos de queratina

Plaguinas /
Placa de proteinas \
conectoras Membra_na
plasmatica basal de

/ __— I célula epitelial

-] Membrana
basal

Hemidesmosomas
(BP230)

(BP180 o BPAG2)

demidesmosoma |: CITOSOL
: . 4 Citoplasma i
'\|'|||||I|fmi'l|!i'l'| Membrana G = T
i (1N &Nn 2 plasmatica
'"“‘l” “'lll'"ll" '"]'Im }l' l“" Colageno XVII Proteinas integrinas
il

i'ﬂ!},ﬂ,.,a J. |

RN ¢
e LT
= R

S

Lamininas



Uniones de anclaje celular: INTEGRINAS

Las células migratorias se unen a la MEC mediante adhesiones focales

Focal

adhesion .
Focal (FA) Actin

Complex AR

(e J Myosin |l ﬂp Oo

- —Vinculin
< ‘" Paxillin A‘ﬁ_ Talin
0. Stress fiber Fibronectin |ntegrin
.ﬁ =i .'.'.'.'ﬂ P ~ o Z\dimer




Uniones de anclaje celular: INTEGRINAS

Heterodimeros de Heterofila con IgSF-CAM Célula-célula Unidn transitoria

integrina (extravasacion de leucocitos)

__—Leucocito

Leucocito

Selectina

Carbohidrato

Célula endotelial

Carbohidrato




Uniones de anclaje celular: INTEGRINAS

Extracellular space Outside-in signals

ECM ¢ “ \ ECM and
integrin
clustering

Inactive Active
integrin Integrin
(clos) (open)

Plasma MR (

membrane o RAP1A-GTP

P S RIAM O / ~

oy Inactivators

Cytoplasm T :'
////_\% Talin

Adhesome

Inside-out signals

Endomembrane

Inside-in signals



Uniones de anclaje celular: IgSF-CAM

Inmunoglobulin Super Family Cell Adehesion Molecules

NH, NH. NH. NH.

]

Dominios homologia lgG

Dominlos flbronectina tipo Ili

COOH



Uniones de anclaje celular: IgSF-CAM

|gSF-CAM (ICAM) Homofila/Heterodfila con Célula-célula

Uniodn transitoria
selectinas e integrinas.

(extravasacion de leucocitos)

CELULA 1
R
gor-LAM \ Integrina/selectina
, , . UNION HETEROFILA
UNION HOMOFILA . 2 -
Ca?* independiente C~ C = IRpedEnie

<«— IgSF-CAM

CELULA 2



(CD58)

Endotelio, Linfocitos

Uniones de anclaje celular: IgSF-CAM
Nombre Distribucion Ligando
ICAM-1 Leucocitos, Endotelio. | LFA-1, Mac-1.
(CD34) Queratinocitos,
Fibroblastos. Células
mesenquimatosas,
Musculo liso.
VCAM-1 Endotelio, Queratinocitos, | VLA-4
(CD106) Macrofagos.
Células dendriticas.
ICAM-2 Endotelio. Monocitos. | LFA-1
(CD102) algunos  Linfocitos v
células dendriticas
ICAM-3 Todos los Leucocitos, LFA-1
Células Langerhans
PECAM-1 Endotelio, Union homologa
(CD31) algunos Linfocitos.
Monocitos, leucocitos
Neutrofilos v  Células
madres de la médula osea
LFA2 (CD2) |Linfocitos. Timocitos LFA-3
LFA-3 Células hematopovéticas, | LFA-2




Uniones de anclaje celular: IgSF-CAM

Endotelio
Luz del vaso sanguineo

Neutrofilo

Activacion Rodado

‘ Adhesion

Selectinas '
ntegrinas ) .

IgSF-CAM
gSF OAM )

Fijacion/extension

Extravasacion




Uniones de anclaje celular: IgSF-CAM

A

Leukocyte
Uropod . '
N Leading

=
cads S D) ™ Endothelum

R ") /X R
% , ;
¢ w Clustering Activation
p-eNOS

Ser1177  Actin reorganization U Human naiv.e T cells: ¢ PI3K-Akt GSK-3-
Adherens junctions disruption DC-mediated s Bcl-2  Notch-1
¢ Transendothelial migration initial T cell priming 2 ¢ +
NO ¢ c3b-CD46
Survival ¢
T cell prolifferation

Th1 differentiation



Uniones de anclaje celular: IgSF-CAM

D _ E

Effector T cell
/,’ Q *. Naive / Memory T-cell

ICAM-2/3

¢ p-ERK1/2 LAd\ s
CD25* Foxp3- Actvation
Syk Exocytosis of perforin and ¢ t .
¢ granzyme A-containing
cytosolic granules TGF-B, IL-4 and IL-10

Vav-1 ¢

Suppression



Uniones de anclaje celular: CADHERINAS

Son proteinas son cinco dominios extracelulares, con cuatro sitios de unién a Ca?*

N
v = Ca? . EC1 )
EC2
%
EC3 >— extracellular
/ = — domains
cadherin *
EC5 p
c (B
catenins /
w
Homodimeros de Homofila Célula-célula Unidn estables (cinturones

cadherina de adhesién y desmosomas)




Uniones de anclaje celular: CADHERINAS

Son uniones homofilas dependiente de Calcio

(1) (2) (3) (4)

Se forman dimeros cis Se forman dimeros trans

Zonula adherens o cinturén de adhesion y en macula adherens o desmosoma



Uniones de anclaje celular: CADHERINAS (Zonula adherens, cinturén de adhesién o uniones adherentes)

Z6nula
20nm

Membrana
plasmatica

CELULA 1

Proteina
cadherina

Filamento
citoesquelético

CELULA 2

Confieren resistencia mecanica pues las proteinas que crean la union (cadherina) se unen al citoesqueleto (actina)

Filamentos de actina en el interior

de la microvellosidad Microvellosidades que se extienden
( desde la superficie apical

i =

Unién estrecha

Haz de filamentos
&l de actina

L Membrana

plasmatica lateral de
células epiteliales

adyacentes

Superficie basal



Uniones de anclaje celular: CADHERINAS (pesmosomas)

* Confieren resistencia mecanica pues las proteinas que crean la union (cadherina) se unen al citoesqueleto (queratina)
 Macula

Proteinas cadherinas

Placa citoplasmatica
formada por proteinas
conectoras
intracelulares

CITOSOL

CELULA 2

Filamentos de queratina Espacio
anclados a la placa intercelular
it ti
slopismdtion Membranas plasmaticas
(B) interactivas

0,1 um

La queratina son filamentos intermedios



Uniones de anclaje celular: CADHERINAS (Uniones adherentes vs. desmosomas)

CINTURON DE ADHESION

CELULA 1 CELULA 2

ESPACIO

EXTRACELULAR

Actina F .
a-catenina

- <«— B-catenina

Placa
(desmoplaquinas, Cadherinas
placoglobina, (desmocolinas,
placofilina) desmogleinas)

DESMOSOMA

CELULA 1 CELULA 2

ESPACIO

EXTRACELULAR

l
\
4
\

/' \

/ T - Tonofilamentos

Placa ;
t
(desmoplaquinas, (queratina)

placoglobinas)

Cadherinas
(desmocaolinas,
desmogleinas)



Uniones de anclaje celular: CADHERINAS




Uniones de anclaje celular

e 1 Uniones oclusivas: Sella la unién entre dos
- - células vecinas. (Claudinas).
+— actin
intermediate
filaments 1=+
~ : |
\ ¢
Adhesiones focales: Unen los filamentos de
actina de las fibras de estrés a la matriz

p— et — J L extracelular. (Integrinas)

Uniones adherentes: Unen los haces de
actina de una célula a los de la adyacente
(Cadherinas).

junctional
complex

Desmosomas: Unen los filamentos
intermedios de una célulaalos de la
adyacente (Cadherinas).

Uniones comunicantes: Permiten el paso
de iones y pequefias moléculas
hidrosolubles (Conexinas).

LA L L
2000
o000y

.

Hemidesmosomas:
Unen los filamentos intermedios a la
matriz extracelular. (Integrinas)




Uniones de anclaje celular

D




Uniones de anclaje celular: uniones ocluyentes o estrechas ( Tigh juntions/occludents)

Membranas plasmaticas
interactivas

Molécula
marcadora

Unién y
A
ELULA estrecha Sl oé s
intercelular °°° 00000000
AL
4./0
o |
Ooooo‘ooooo gooai/‘
Hebras :
. selladoras de o
proteinas __©0%0o0o0o
? ocludinas y - O
claudinas = ©00
° o
. y
Zona apical £

Sellan membranas P
Zénula y

, R | J
Proteinas transmembrana CELULA CELULA 0.3 um

©) L






Uniones de anclaje celular: uniones comunicantes, en hendidura (Gap junction)

 Membranas muy juntas (2-4nm) y totalmente paralelas

* Conexones: proteinas transmembrana (conexina)

* Paso de iones inorganicos y pequefias moléculas hidrosolubles
* Comunicacidon quimica y eléctrica

Membranas plasmaticas
interactivas de las células 1y 2

Unidon comunicante

Canal de 1,5 nm
de diametro

_ | Dos conexones en el Conexon formado
- registro que forman un canal por seis

- citosoOlico entre células subunidades
adyacentes proteicas

(B)



Uniones de anclaje celular: uniones comunicantes, en hendidura (Gap junction)

gap junction

gap
junction

connexon

membranes

O» S — —0) connexin

small

® —— 9ap
: junction




Uniones de anclaje celular: uniones comunicantes, en hendidura (Gap junction)

Mutaciones en los genes que traducen a las conexinas se asocian con distintas patologias

Displasia oculodentodigital
(Conexina 43)

FOOT
DEFORMITIES

HAND
DEFORMITIES

Atrofia muscular de Charcot-Marie Tooth
(Conexina 32)



Universidad deValladolid

Especializaciones de la membrana. Uniones intercelulares

Prof. Ricardo Usategui Martin

Dpto. Biologia Celular, Genética, Histologia y Farmacologia
Facultad de Medicina
Universidad de Valladolid

ricardo.usategui@uva.es



Universidad deValladolid

La célula y su entorno

Prof. Ricardo Usategui Martin

Dpto. Biologia Celular, Genética, Histologia y Farmacologia
Facultad de Medicina
Universidad de Valladolid

ricardo.usategui@uva.es



Membrana basal

Superficie Superficies laterales
apical (libre)

Limite entre el epitelio y el tejido conjuntivo subyacente -

B . —_—
2V } .
[ v

0 0 — Epitelio
' l

= a_.. L&mina
basal Membrana
Lamina basal

—  reticular

Rica en proteinas y polisacaridos

— Tejido conectivo

Nervio Vaso sanguineo

La membrana basal esta formada por la LAMINA BASAL y por la LAMINA RETICULAR



Membrana basal

Célula epitelial

,?/ Lamina

L, licida
T Lamina
2 >
\ basal
Lamina
densa

Colageno tipo IV

Fibras reticulares
(colagena del tipo Il1)

A\

PIacas de union
< (Colageno tipo IV)

on B B L
\..-

o
Fibras de Fijacion
(Colageno tipo VII-VIII)

‘_‘

>




Membrana basal

Keratin5, 14

-

'
Plectin 1a
G

BPAG1e
BASAL
TTCO T ..KERATINOCYTE |||, CD151 =
- l d - ~---
.lychlall| Lémina MEMBRANE J& .L' ‘
basal

Lamina
densa
Colageno tipo IV

Fibras reticulares
(colagena del tipo Ill)

Placas de unién

(Coldgeno tipo IV)
£
25 4
Fibras de Fijacién

(Colageno tipo VII-VIII)

y@ _
LAMINALUCIDA  Integrin o6 n;-\‘
integrin B4 . BPAG:
Laminin 332
Laminin y1 A
=

LAMINA DENSA AETC00H ===
BASEMENT MEMBRANE —

| ’ Ca
Collagen VlkAnchoring fibrils



Membrana basal

Epitelio
Respiratorio

.....

« | Sostén del epitelio S "
* | Filtro molecular pasivo
* | Filtro celular

[ Ayuda a la regeneracion tras una lesion

* | Influye sobre la diferenciacion y organizacion celular




Membrana basal

El sindrome de Goodpasture es una enfermedad inmunoldgica provocada por la presencia de anticuerpos anti-colageno IV

Insuf. Renal

‘.! B Rifidn sano

Glomerulonefritis rapidamente progresiva (GNRP) y hemorragia alveolar



Matriz extracelular

Conjunto de macromoléculas elaborado v secretado por las células hacia el espacio extracelular

Proteoglucanes

l r
Glucoproteinas

Fibras elasticas

Fibras de colageno



Matriz extracelular

“Comunicacion” constante entre matriz extracelular y células

Matrix remodeling enzymatic remodelling
', 'O
GQ 4y

/| anchorage e

non-canonical growth
factor presentation

Extracellular
matrix

Tissue scaffolding |<—>| Adhesion signaling

receptor binding biomechanical forces




Matriz extracelular

Su abundancia y caracteristicas son muy variadas en funcién del tipo de tejido

Se compone de una sustancia fundamental hidratada con fibras incluidas en ella



Matriz extracelular: sustancia fundamental

Los glucosaminoglucanos (GAG) son polisacaridos de cadenas largas, inflexibles, sin ramificaciones, compuestos por
unidades repetidas de disacaridos (70-200 residuos)

Acido glucurénico N-acetil-galactosamina

COOH CH20H

H HNCOCH:s

Acido idurénico o
glucurénico

N-acetil-galactosamina

CH20H

H HNCOCH:3

Galactosa N-acetil-glucosamina
CH20H HO250CH2

HNCOCH:=

Condroitin sulfato Adg&lil:gi?cigo ¢ N-acetil-glucosamina
COOH HO2S0CH:2

Heparin y heparan
sulfato

H HO2503H H HNSO3H
s £ 2 Lons
Dermatan SUIfato Acido glucuronico N-acetil-glucosamina
COOH CHz0H

Hialuronato

HNCOCHs

Queratan sulfato



Matriz extracelular: sustancia fundamental

Los glucosaminoglucanos (GAG):

- Regulan los movimientos de las células dentro de la matriz extracelular
- Sirven de relleno
- Resisten a las fuerzas compresivas

Glucosaminoglucano Disacarido Localizacion Caracteristicas

Condroitin sulfato N-acetilgalactosamina + Acido D-glucurénico Cartilago GAG mas
Hueso abundante
Vdlvulas cardiacas

Acido hialurénico N-acetilglucosamina + Acido D-glucurénico Liquido sinovial Polimeros
Humor vitreo grandes y
MEC de tejido conectivo absorbentes.
laxo

Heparan sulfato N-acetilglucosamina + Acido D-glucurénico/L-idurénico Membranas basales. Contienen mas
Componentes de las glucosamina que
superficies celulares la heparina

Queratdn sulfato N-acetilglucosamina + Galactosa Tejidos vasculares Amortiguador
Cornea para absorber el

Discos intervertebrales. shock mecanico.



Matriz extracelular: sustancia fundamental

Los proteoglucanos (PG) son complejos macromoleculares de GAG unidos de forma covalente a un nucleo proteico de
longitud variable

F I N -
core
protein

"l
-
4
]

collagen fibril

proteoglycan
mmmef\% /
protein

hyaluronic %{ \ hyaluronic
acid acid
Nk

~
b

-}
—]

LN
5-
=

4
\

TN Y



Matriz extracelular: sustancia fundamental

Nucleo de .
proteina

Acido hialurénico

-

—Sulfato de

Ty queratan

\ GAGs

Sulfato de
condroitina

Proteoglicano

Soporte mecanico.

Resistencia a la compresion.

Modulan la sefializacion uniéndose a factores de crecimiento.
Barrera a la entrada de microorganismos.



Matriz extracelular: sustancia fundamental

Proteoglucanos Localizacidn Composicion

Agrecano Abunda en cartilago 2326aa. Condritin sulfato,
queratan sufato y dermatan
sulfato

Sindecano Componente de la mp. Une Heparan sufato

factores de crecimiento

Perlecan Abunda en membranas basales Heparan sulfato y a veces sulfato
de cornitina

Decorina Tejido conectivo Condritin sulfato o dermantan
sulfato

Versicano Tejido conectivo Condritin sulfato



Matriz extracelular: sustancia fundamental

La capacidad de las células para adherirse a componentes de la MEC estd mediada por glucoproteinas adhesivas

Complejo del proteoglicano
Carbohidratos

Fibra de colageno

* Fibronectina
* Laminina
 Entactina

* Tenascina

| A
..........

Membrana plasmaética Integrina  Microfilamentos
del citoesqueleto



Matriz extracelular: sustancia fundamental

La fibronectina esta compuesta por dos subunidades unidas entre si por S-S

. ——

<

CcC

_—\

Collagen binding

Proteoglycan
binding

Cell binding

Fibroblastos, miofibroblastos, condrocitos, células de Schwann, astrocitos y células epiteliales y endoteliales



Matriz extracelular: sustancia fundamental

La fibronectina esta compuesta por dos subunidades unidas entre si por S-S

Fibronectina | SRR e .,  Laminina

y Complejo
"‘) protrombinasa
P

il
L

— s

ETETA G0 Ve \
[ CCCHERT

L3 . *
3 SRR ¢
N/) ) )=

2ixx>

Fosfatidilserina

Macrofago

* TF-mIcropartic /




Matriz extracelular: sustancia fundamental

auto- NH,
ensamblaje -

integrinas

cadena «

H,N distroglucano

nidégeno

integrinas perlecano

cadena y

20 nm

NH,

auto-
ensamblaje

La laminina es una de las principales moléculas extracelulares de union entre las células y la MEC



Matriz extracelular: fibras de la MEC

Estan presentes en cantidades variables, segun las necesidades estructurales y la funcion del tejido

Fibras de colageno Fibras reticulares Fibras elasticas



Matriz extracelular: fibras de la MEC

El colageno incluye una o ) Microfibrillas. Triple hélice.
familia de proteinas Fibrilla de colageno (Tropocolageno)

muy abundante que v

constituye  alrededor /
del 20-25% del total de |

proteinas del humano

Hélice alfa
73 (Preprocolageno)

@
8 Glicina -
# Prolina ‘

@ Hidroxiprolina

Son fibras flexibles con una notable resistencia tensora en sentido longitudinal



Matriz extracelular: fibras de la MEC

El colageno se sintetiza en los fibroblastos

@ Sintesis de las cadenas alfa

1
‘ |
/
/
~y
/
b
Yy
/

@ Arrollamiente de las cadenas alfa: melécula dg procolagenc

v, §

Eliminacion de las cadenas
terminales

( ] — Molécula
é de
—-—) é coldgeno
N

\ @ Ensamblaje de las moléculas
de colageno

CD% ®

Nicleo @

-
Reticulo Aparato de
endoplasmatico Golgi
I/

Interior celular

10-300 nm | w3
Fibrilla de colageno

0.5-3 micras

Membrana

citoplasmatica Fibra de colageno

Espacio extracelular

RER

=

Golgi
Glucosilacion

f Vesiculas

%MM Exterior celular
Procolageno .

Procolageno peptidasa

l Ensamblaje

o NN o, CREN

’ Fibrilla de colageno
Tropocolageno

Estmacnon
/ Asociacion

| ———————
Fibra de colageno

Hélice alfa:
A ool

reprocolageno

Hidroxilacion
Glucosilacion
Ensamblaje

J

Procolageno (3 cadenas «)



Matriz extracelular: fibras de la MEC

En el escorbuto, enfermedad producida por la carencia de vitamina C, no se forman fibras de colageno normales

SCURVY

Pale skin

L

0% PSS

AT .

Sunken

L 29

i

L

L

O Mt

ot s s off, oo ) >

El a. ascdrbico es necesario en la prolilhidroxilasa y la lisilhidroxilasa, que catalizan la hidroxilacion



Matriz extracelular: fibras de la MEC

Fibra de
Gran fibra de : ! :
3 colageno Fibras de colageno Capas .
colageno con . Fibras delgadas
s delgado sin delgado con bandas aplanadas
banda
Dermis.
Tendon. Vasos sanguineos de
Hueso. _ organos
Ligamentos, Cartilago hialino parenquimatosos. Membranas
Fascias. y. Meédula dsea. basales. Membrana basal
Cartilazo Elastico. Beiidos Hufoides! Laminas de la placenta.
: Discos : . externas. Musculo liso y
Fibroso. Musculo liso, =
g vertebrales. _ Capsula del esquelético
LI Vitreo del ojo Mebuos cristalino
Tejido fibroso Pulmén.
laxo piel del feto



Matriz extracelular: fibras de la MEC

Fibrillas
delgadas

Fibrillas
estriadas
cortas

Cadenas y
redes

fibrilla

Cadena corta

ubicuo

Fibrillas de
anclaje en la
membrana
basal de piel
y el amnios

endotelio

cartilago

Cartiago en
muneralizacion




Matriz extracelular: fibras de la MEC

Las fibras reticulares se disponen en red (no en paralelo), estan formadas principalmente por fibrillas de COLAGENO TIPO il

Se localizan en el tejido adiposo, membranas basales, érganos linfoides, entre otros.



Matriz extracelular: fibras de la MEC

Las fibras reticulares se disponen en red (no en paralelo), estan formadas principalmente por fibrillas de COLAGENO TIPO il

Célula epitelial

Lamina
A licida
T | Lamina
\\ basal
Lamina
S Y8 =L densa

/ ' aﬁc
w© = \'// & Colégeno tipo IV
) <)
v \ N / Fibras reticulares
Placas de union . 0g

col n i
(Colageno tipo IV) ( ége a del tlpO '“)

>
Vi 5
e
Fibras de Fijacion
(Colageno tipo VII-VIII)



Matriz extracelular: fibras de la MEC

Las fibras elasticas son, tipicamente mas delgadas que las fibras de coldgeno y se organizan en una red tridimensional
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Son abundantes en 6rganos sometidos a fuerzas de estiramiento como ligamentos, arterias elasticas, vejiga, piel o vias aéreas



Matriz extracelular: fibras de la MEC

Las fibras elasticas tienen dos elementos: un centro amorfo con ELASTINA y una region externa y agosta con MICROFIBRILLAS

Centro de
elastina

FIBRILINA

~Microfibrillas
Fig. 4-11. Esquema de una fibra elastica. Las microfibrillas rodean la clastina amorfa.

Copyright © 2002 by W.B. Saunders Company. All nghts reserved.



Matriz extracelular: fibras de la MEC

Los pacientes con Sindrome de Marfan presentan mutaciones en el gen que codifica a la fibrilina




fibras de la MEC

Matriz extracelular

CUTIS LAXA O ELASTOLISIS




Remodelacion de la matriz extracelular

Esta en constante remodelaciéon mediante la degradacion de componentes y la produccién de otros nuevos por parte
de las células: METALOPROTEINASAS

Grupo Tipos Sustratos
Colagenasas 1,8,13,18 Colagenos I, I, Il
Otras
Gelatinasas 2,9 Colagenos IV

Fibronectina
Laminina
Estromalisinas 3y10 Gelatinas |, lll, IV, V
Fibras colageno
Proteoglicanos

Fibronectina
Matrilisinas 7, 26 Gelatinas
Plasminoégeno

COLAGENO FIBRONECTINA ELASTINA

Asociadas a membrana

METALOPROTEINASAS

Transmembrana 14, 15, 16, 24

Colageno |, 11, 1l

Fibroblastos, células epiteliales, condrocitos, osteoclastos, Otros
Unidas a 17, 25

leucocitos... membrana



Remodelacion de la matriz extracelular

/ Matrix secretion Matrix remodeling \

CRECIMIENTO
CELULAR:

IMIVIEEZ7 555
14.

MIGRACION
CELULAR:

MMP-1, 2, 3, 7.

\ Tissue scaffolding [<—>| Adhesion signaling / ANGIOGENESIS: : APOPTOSIS:
MMP-1, 2,7, 9, : MMP-7.9 11
¥ ! 4 14. Aty
* Receptor-mediated * Chemical matrix sensing ‘
* Receptor-independent * Physical matrix sensing
* Cytoskeletal reinforcement o Matrix rigidity

o Matrix topography
o Adhesive ligand spacing
o Mechanosensitivity
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La comunicacion celular se basa en moléculas extracelulares

(A)

ENDOCRINA
Receptor

Célula blanco

Célula endocrina

«
®

(B)  PARACRINA

Célula
senalizadora

0%

Mediador
local

Células
blanco

RAV N JeoN
L @=L )i -~ S ; } ¥
Torrente sanguineo
Célula blanco
(C) NEURONAL
Sinapsis
Neurona Terminacion [Jj
nerviosa
)
_— [ ]
o e ()
' |
Axén
y Célula blanco
Cuerpo Neurotransmisor
celular

(D) DEPENDIENTE DE CONTACTO

Célula senalizadora  Célula blanco

/

Molécula senal
unida a
membrana




Senalizacion celular

Molécula sefial Sitio de origen

Hormonas

Adrenalina (epinefrina)

Cortisol

Estradiol

Insulina

Testosterona

Hormona tiroidea
(tiroxina)

Mediadores locales
Factor de crecimiento
epidérmico (EGF)
Factor de crecimiento

derivado de plaquetas
(PDGF)

Factor de crecimiento
nervioso (NGF)
Histamina

Oxido nitrico (NO)

Neurotransmisores

Acetilcolina

Acido y-aminobutirico
(GABA)

Glandula suprarrenal

Glandula suprarrenal

Ovario

Células B del pancreas

Testiculo

Glandula tiroides

Diversas células

Diversas células,
incluidas las plaquetas
sanguineas

Diversos tejidos
inervados

Mastocitos

Células nerviosas; células

endoteliales que revisten
los vasos sanguineos

Terminaciones nerviosas

Terminaciones nerviosas

Moléculas sefal dependientes de contacto

Delta

Futuras neuronas;
otros tipos celulares en
desarrollo

Derivado del aminoéacido
tirosina

Esteroide (derivado del
colesterol)

Esteroide (derivado del
colesterol)

Proteina

Esteroide (derivado del
colesterol)

Derivado del aminoacido
tirosina

Proteina

Proteina

Proteina

Derivado del aminoacido
histidina
Gas disuelto

Derivado de la colina

Derivado del aminoacido
4cido glutadmico

Proteina transmembrana

Aumenta |a presién arterial, la frecuencia
cardiaca y el metabolismo

Afecta al metabolismo de las proteinas, los
hidratos de carbono y los lipidos en la mayoria
de los tejidos

Induce y mantiene las caracteristicas sexuales
secundarias femeninas

Estimula la captacién de glucosa, la sintesis
proteica y la sintesis de lipidos en diversos tipos
celulares

Induce y mantiene las caracteristicas sexuales
secundarias masculinas

Estimula el metabolismo en muchos tipos
celulares

Estimula la proliferacién de células epidérmicas
y muchos otros tipos celulares

Estimula la proliferaciéon de muchos tipos
celulares

Promueve la supervivencia de ciertas clases de
neuronas y el crecimiento de sus axones

Dilata y permeabiliza los vasos sanguineos, lo
que contribuye a la inflamacién

Causa relajacién del masculo liso; regula la
actividad de células nerviosas

Neurotransmisor excitador en numerosas
sinapsis nervio-musculo y en el sistema nervioso
central

Neurotransmisor inhibidor en el sistema nervioso
central

Inhibe la especializacién de células vecinas del
mismo modo que la célula sefializadora

(A)

(B)



Las moléculas se unen a receptores

La respuesta de una célula a una molécula sefial depende, en primer lugar, de que posea un receptor

(B) RECEPTORES INTRACELULARES
(A) RECEPTORES DE LA SUPERFICIE CELULAR
. Pequefia molécula
Membrana plasmatica =1
Receptor proteico de i 2 / sefal hidrofoba

la superficie celular

Molécula de
sefalizacion o
extracelular Molécula de sefializacion
intracelular .
Receptor

intracelular



Una molécula, diferentes respuestas

La misma molécula sefial puede inducir respuestas en diferentes células blanco

A
(A) Célula del marcapasos cardiaco (B) Célula de la glandula salival (C) Célula de misculo esquelético \ —
B s = SUPERVIVENCIA j}»
o Acetilcolina |
Receptor C
" proteico

A\ CRECIMIENTO @
. @ gl DIV|+S|ON @
SN

E
D

' ‘ . -.'. .: A \
MENOR SECRECION CONTRACCION B — w= DIFERENCIACION =
FRECUENCIA DE
DESCARGA /
N\
F
Célula
@ = \MUERTE mp %%‘ apoptésica

Las moléculas senal actian en combinacion para regular el
comportamiento de la célula



Respuesta rapida vs. respuesta lenta

Molécula de senalizacion extracelular

P l Receptor proteico de la
Via ?:"saz';?"]'lza?m" __— superficie celular

MODIFICACION

) F
= — DE ulx) EULrXCION

\ MODIFICACION DE LA SINTESIS PROTEICA

\ /

CAMBIO DE LA MAQUINARIA CITOPLASMATICA

Membrana
plasmatica

MODIFICACION DEL COMPORTAMIENTO CELULAR



Los receptores de superficie y vias intracelulares

Molécula de sefalizacién extracelular
[

MOLECULA DE SENALIZACION EXTRACELULAR Receptor proteico ~._ “
/ Membrana plasmatica
Membrana .
e ey TRANSDUCCION
plasmatica . R RECEPTOR PROTEICO PRIMARIA
\ cITosoL
,’ | PTT— TRANSMISION |
4
l A ! [
1 ’ | |
’ I

/ I
,’ I / T \ I
¥ / | TRANSDUCE I

p2 I / \ @ Y AMPLIFICA
‘ MOLECULAS DE SENALIZACION INTRACELULAR I
\ I o o v |
\ I Pequefas moléculas & I

v \ mensajeras
\ I intracelulares 3 I
\
. \ I H I
| \ | N 4 I
\ I N r RETROALIMENTACION I
\ INTEGRA
\\ I |
1 '
=z \ - = = '—J I
G PROTEINAS EFECTORAS \\ I - I
: , \ | / -l \ DISTRIBUYE |
Enz'"}@ ) Promm?_ Regmad(_)r de la ‘shos s om = - - . 8 R r
metabdlica citoesquelética transcripcion x 2 S
CAMBIO CAMBIOEN LA CAMBIO EN LA . MODIFICACION ~ CAMBIOENLA  CAMBIO EN LA
EN EL FORMA O EL EXPRESION RESPUESTAS DE LA CELULA BLANCO DEL FORMA O EL EXPRESION

METABOLISMO ~ MOVIMIENTO GENICA METADOLISMO,  [[KMOUIMIENTO GENGH



Los receptores de superficie y vias intracelulares

La regulacion por retroalimentacion dentro de una via de senalizacidn intracelular puede adaptar la respuesta a una
sefal extracelular.

(A) (B)
Viade = ——p T —-p-p Y — Viade =——p —=—p T —>p-p Y —
senalizacion 1 senalizacion 2
t | |
Nt \/

Retroalimentacion positiva Retroalimentacion negativa



Proteinas como interruptores moleculares

La recepcion de una sefial las hace pasar de un estado inactivo a un estado activo

SENAL DESACTIVACION
ENTRANTE

ATP Rroteina Proteina
cinasa fosfatasa

ADP

7/

\

ACTIVACION =
\\
p> nt
: SENAL
SALIENTE

(A) SENALIZACION POR FOSFORILACION
DE PROTEINAS

SENAL DESACTIVACION
ENTRANTE n
GDP ),
GDP Unién a Hidrélisis
GTP

ACTIVACION V! Zy

T

iGTP I\

SENAL
SALIENTE

(B) SENALIZACION POR PROTEINAS
DE UNION A GTP



Existen tres clases principales de receptores de la superficie celular

(A) RECEPTORES ACOPLADOS A CANALES IONICOS

® *— lones
® 9 &
o ® — Molécula senal
P —— Membrana
plasmatica
/ / CITOSOL
Canal cerrado

Canal abierto 4 *

(B) RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G

Molécula senal

= | S Sl =)

Receptor Proteina G

Enzima
inactivo inactiva

EI receptor activado
inactiva

Enzima
se une a la proteina G

activada

Proteina G activada
(C) RECEPTORES ACOPLADOS A ENZIMAS

. Molécula senal

Molécula senalen |
forma de dimero

(0]
CITOSOL
> o <
3 £ | |
X / ” \‘ ’ / & Receptor inactivo Receptor activo |
Dominios cataliticos Dominios cataliticos
inactivos

Enzima
activos

asociada
activada



Receptores acoplados a proteinas G

Nk

Disociacion de GDP

Un GPCR activado activa las proteinas G, estimulando la expulsion de su GDP y la captacién de GTP por la subunidad alfa

Membrana plasméatica

(A)
ESPACIO EXTRACELULAR :

& ;

GDP | Y

|
Proteina G inactiva

CITOSOL

Receptor proteico inactivo

s

Molécula sefial ()
Receptor activado

Subunidad «
activada

(B)

Disociacion de GDP

P

7y Complejo By
1 activado

Wiy

ACTIVACION DE EFECTORES



Receptores acoplados a proteinas G

Algunas proteinas G regulan canales ionicos de manera directa o activan enzimas

Canal de K* cerrado

Acetilcolina
\ Membrana plasmatica
(A) H
e
II
GTP §
¥ \ 3 Complejo
/ %, By activado
Subunidad o activada i
APERTURA DEL Canal de K* abierto
CANAL DE K* K
ESPACIO EXTRACELULAR
(B) 5
CITOSOL
((
GTP s »
s =
‘;,,
INACTIVACION DE
P PROTEINA G;
CIERRE DEL
CANAL DE K* Canal de K* cerrado
(©) 53

Proteina G
inactiva GDP

Enzima

Membrana
plasmatica activada ESPACIO
\ EXTRACELULAR
CITOSOL
(X
am :
/ ol
Subunidad a .
de proteina
G activada ®_o
o ®
o °
o9 09

MOLECULAS DE SEGUNDOS
MENSAJEROS QUE DIFUNDEN PARA
ACTUAR SOBRE PROTEINAS DE
SENALIZACION INTRACELULAR



Receptores acoplados a proteinas G

Molécula senal Fosfolipido de
‘ inositol Membrana

GPCR activada Fosfolipasa C o Stasmisiica
w activada ’_]_‘ Diacilglicerol /

Cop) y

/E p — ﬂ .
s (P
2 - =
54 £ | O\ 7m®
;,,’ P) . PKC
| 1 /\P (P) activada
Proteina G activada (G,) Inositol O Ca?*
1,4,5-trifosfato (IP,) G,
Canal de Ca**
¢ >/ abierto
CITOSOL
Reticulo
endoplasmatico

LUZ DEL RE



Receptores acoplados a enzimas

1. Receptores de tirosin kinasa
2. Receptores asociados a tirosin kinasa
3. Receptores de serin/treonin kinasa

4. Receptores asociados a histidina kinasa
5. Receptores de guanilato kinasa

6. Receptores de tirosin fosfatasa

/
s, o .+ Membrana
~~ Dominio A A 3 plasmatica
tirosina
cinasa
RTK inactivos ESTIMULACION DE

LA ACTIVIDAD DE
CINASA

RTK activos

ESPACIO

EXTRACELULAR

& m P P e CITOSOL
=, ~ 2> o \:
v s : - D

& 2SR s, Proteinas de

—¥ ) P P 2\ = senalizacion

- { < intracelular

activadas

ACTIVACION DE VIAS DE SENALIZACION

INTRACELULAR CORRIENTE ABAJO



Receptores acoplados a enzimas

Alteraciones en los receptores RTK se asocian con la fisiopatologia de ciertos tipos de cancer

b c
N¢_>rmal_ Gain-of-function e o
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Proliferation
Angiogenesis

Survival
Cell migration




Receptores acoplados a enzimas

Alteraciones en los receptores RTK se asocian con la fisiopatologia de ciertos tipos de cancer

‘X . Ligand

Monoclonal
Antibodies

Tyrosine kinase
e Inhibitors

Tyrosine kinase Domain

Signal transduction

Proliferation
Angiogenesis

Survival
Cell migration

Target Compound Cancer
EGEFR family
Trastuzumab 35
HER2 . HER2-positive breast cancer
(Herceptin)
EGFR Cetuximab (Erbitux) .
Ponit b Metastatic colorectal cancer
anfmuma (RAS wild type)
(Vectibix) .
o Metastatic non-small-cell lung cancer
Gefitinib (Iressa)
Erlotinib (Tarceva)
EGFR and HER2 Lapatinib (Tykerb) HER2-positive breast cancer
(Trastuzumab-resistant)
Afatinib NSCLC
HER2-positive breast cancer
VEGFR Sorafenib (Nexavar) Renal, liver and thyroid cancer
Sunitinib (Sutent) Renal cell cancer
Gastrointestinal stromal tumor (GIST)
Bevacizumab : .
i Metastatic colorectal carcinoma
(Avastin)
PDGFR Imatinib (Gleevec) GIST (KIT+)
PDGFR and VEGFR Sunitinib Angiogenesis
Soratinib
Pazopanib
Nilotinib
Brivanib Human hepatocellular carcinoma
FGFR and VEGFR

(BMS-540215)

model

VEGFR, PDGFR,
FLT-3, ¢c-KIT and

CHIR-258 (TKI-258)

Multiple myelomas

FGFR
MDCK and A549 cells and GTL16
MET SGX523
xenograft models
C-KIT Imatinib (Gleevec) GIST



Receptores intracelulares

Algunas moléculas de sefalizacion extracelular cruzan la membrana plasmatica y se unen a receptores intracelulares

' Cortisol

Membrana plasmatica

EL CAMBIO

: CONFORMACIONAL
ACTIVA EL RECEPTOR
Receptor
proteico PROTEICO
nuclear '

N\

EL COMPLEJO RECEPTOR-CORTISOL
SE MUEVE AL INTERIOR DEL NUCLEO

NUCLEO |
' <  Genblanco
EL COMPLEJO : = activado
RECEPTOR-CORTISOL ACTIVADO W s —T
SE UNE A LAREGION ™= — —
REGULADORA DEL GEN BLANCO ‘

Y ACTIVA LA TRANSCRIPCION
TRANSCRIPCION
DEL GEN BLANCO
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Red de filamentos proteicos que se extiende por todo el citoplasma

Red de polimeros proteicos

Corteza de actina Lamelipodio Sustrato

LA POLIMERIZACION DE

Corteza bajo tension ACTINA EN EL EXTREMO carga
' 1 POSITIVO PROTRUYE DEL retrograda
/.\‘ LAMELIPODIO
Movimiento Las proteinas motoras miosina se deslizan
de actina alo largo de filamentos de actina : ; i
despolimerizada dineina kinesina
. : citoplasmatica
CONTRACCION UNION p
f

Contactos focales
(contienen integrinas)

PROTRUSION
ADICIONAL

Otorga a la célula su forma, le permite organizar sus componentes internos, moverse y dividirse

microtUbulo




Red de filamentos proteicos que se extiende por todo el citoplasma
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Microtubulos

Son tubos de proteinas, largos, rigidos y labiles

a- ubulina

Seccion transversal BD Editors




Microtubulos
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Su correcto funcionamiento es crucial

Direction of movement ——>
Focal adhesions

Forma celular

Nucleus Microtubule
Centrosome

Movimiento celular

Kinesin
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Centros organizadores de microtubulos

La génesis de nuevos microtubulos depende de los MTOC

(f) H
Centrosome +
/
=g = Basal body
-

Se localiza la y-tubulina

(c)




Centros organizadores de microtubulos

microtubule “seam”

B-tubulin

o-tubulin

washer” spiral

accessory %
proteins 2.

schematic of
seven copies of
y-TuSC in “lock ‘g

accessory
proteins in
y-tubulin ring
complex

y-TusSC overlap in
(A) (B) y-TuSC spiral Q)




El centrosoma es el principal centro organizador de microtubulos

_ _ + Complejo de anillos de y-tubulina
Sitios de nucleacion a & +
(complejos de anillos de +
y-tubulina) "
+ +
/\, : :
oo o o Matriz del + 4 I/
0 S o _~~ centrosoma i \3 b / s L
o ; ' . : - L'y
0 ~ 7 LT
o 0 - o ‘- '1 ’ A \
oo A / C\ , )
(S} o ! : .
: / ) D1 |
Par de + + . N 77///
centriolos /
+ +
+ Los microtabulos crecen en sus

extremos positivos a partir de
A) (B) complejos de anillos de y-tubulina
del centrosoma



El centrosoma es el principal centro organizador de microtubulos

Los centriolos estan constituidos por 9 tripletes de microtubulos ( 9;+0)

250 nm

Microtubulo
simple

distal | Nexina
.__::: ' i

150 - 500 nm |

Extremo —
proximal
/ ’
Microtubulo \ 3
( Fibras de conexion

O0p

Protofilamento

No son nucleadores de microtubulos



El centrosoma es el principal centro organizador de microtubulos

centrosoma

longitudina

LRS- I - W

/ centriolos

Histology Guide



El centrosoma es el principal centro organizador de microtubulos

Interplhase Mit?sis
| |
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Dynamic search |

Melanosome Centrosome

Gudimchuk et al. Nature Reviews. 2021



Los microtubulos presentan inestabilidad dinamica

Polimerizacidon y despolimerizacion: tienen un remodelado rapido

o S g \ §



La hidrolisis del GTP controla la inestabilidad dinamica de los microtubulos

(A) MICROTUBULO EN CRECIMIENTO

]

-
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-

(GTP-tubulina)
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La hidrdlisis del GTP controla la inestabilidad dinamica de los microtubulos
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Los microtubulos pueden ser estabilizados

Microtibulo en Proteina Microtubulos Microtubulos
NGcleo  Centrosoma crecimiento casquete del inestables estables
microtubulo

(A) (B)



La polimerizacion y despolimerizacidon participa en la estructura celular

Migrating cell

Protrusion| retraction New pr(l)trusion

Nucleus

2 »
— /X, >
oca
destabilization x
of microtubules iz e
Increase
in rescues
Canie Local stabilization
E =L opoine of microtubules
Microtubule

Gudimchuk et al. Nature Reviews. 2021



Proteinas asociadas a los microtubulos

Proteinas asociadas a los microtubulos (MAP)

MAPs protect MTs from damage

MAPs space MTs

Ll

MAPs regulate MT protofilament number
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MAPSs bundle MTs

MAPSs regulate motor activity



Proteinas asociadas a los microtubulos

Proteinas asociadas a los microttbulos (MAP)

MOTORAS NO MOTORAS

Consumen energia Funciones estructurales



Las MAP no motoras modulan la dinamica y organizacion

stathmin

binds subunits,
prevents assembly

K

C

~ +

y-TuRC

nucleates assembly and
remains associated with
the minus end

af-tubulin dimers

oL
he

| |

centrosome

D e .

+TIPs

remain associated with growing plus ends
and can link them to other structures,
such as membranes



Las MAP no motoras modulan la dinamica y organizacion
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1Y XMAP215

stabilizes plus ends

kinesin-13 and accelerates assembly
induces catastrophe B = -
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filament bundling and cross-linking
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links to intermediate filaments



Las MAP no motoras modulan la dinamica y organizacion

La proteina tau se asocia a los microtubulos de los axones neuronales

Proline-rich Projection
region domain

terminus phosphorylation

'?“’,\a Microtubule-

Al binding repeats
'I'Qj C terminus ——
s

Micrstibiie-pindine demain

@
' B-tubulin
o-tubulin Phosphorylation
Microtubule structure Ubiquitylation
Oxidation
Glycation

d c
Tau oligomers
NFTs

®
Neuronal dysfunction ff—— f
Cell death
®

Mazanetz et al. Nature Reviews. 2007

Ovillos de degeneracidn neurofibrilar



Las MAP no motoras modulan la dinamica y organizacion

Los microtubulos son cortados por enzimas como la Katenina

&

otor protein

s
PN

Longer microtubules

A
I

&60

Kumar et al. Molecular Biology. 2012
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Las proteinas motoras impulsan el transporte intracelular

Cola____...-—‘
Dineina

Cabeza o
citoplasmatica ;‘ gl obular Cinesina

\ -
‘_Q\

Microttbulo

Extremo negativo | | Extremo positivo

10 nm
(A)

Proteina
adaptadora

Cinesinas
Extremo FXtromo
negativo positivo
Dineina
Microtubulo citoplasmatica

— Proteina adaptadora

Carga
(p. €j., vesicula)




Las proteinas motoras impulsan el transporte intracelular

e vesicula unida a dineina
e vesicula unida a quinesina
msm Microtubulo

sinapsis

(A) FIBROBLASTO (B) NEURONA



Las proteinas motoras impulsan el transporte intracelular

Coxiella burnetii se aprovecha de la dineina

Microtubule - w f »

Y 1/111/1]] LT LT gy GG -
Kinesin Dynein/
Dynactin

Y Dynein @ Rab7 & Hops Y Kifs Q oTAT
/’ p1506iued Q RLP @ Ar8 Q/}YCOI ’ HDAC6

& Cb

Ortiz et al. Plos One. 2019



Las proteinas motoras determinan la posicion de los organulos en el citoplasma

Microtubulo

Centrosoma

Nucleo




Las proteinas motoras determinan la posicion de los organulos en el citoplasma

A Mitochondria intracellular distribution

highly invasive phenotype

Ny
0 % B )
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o
& \
'S
%

highly proliferative phenotype

leading edge

cortical
perinuclear mitochondria

mitochondria

B Mitochondrial intracellular transport

Long-range transport Short-range transport

Motor-adaptor complex  { IRO1/2
TRAK1/2 MIRO1/2

KIFs - i
anterograde motion | o, S :
+ retrograde motion
< 4 —_—

ooes %000 000, Tos®any, 0y tng,
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Los microtubulos son cruciales en la division celular

Cromosoma
duplicado
Polo del huso (cromatidas Cinetocoro
hermanas)

\// L

Dl

Microtibulos astrales Microtlbulos del cinetocoro  Microtubulos interpolares
(A) (B) e




Los microtubulos son cruciales en la division celular

Cinetocoro externo
union del microtubulo
actividad motora en
microtubulos

| traduccion de senal Cinetocoro

Microtubulo

-
-
- -

-
- -
- o m
-
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~‘~‘-

Heterocromatina

Cinetocoro interno
replicacion del centromero
interfase de cromatina

formacion de cinetocoro

(a) 0.2 um Zona intermedia Placa externa

Corona fibrosa

Extremo (+) del microtubulo donde
se agregan o pierden subunidades

Placa del cinetocoro externo
| Ndc80
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..................

00000000000000000

ooooooooooooooo
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Microtubul \ CENPE
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Los microtubulos son cruciales en la division celular

(A)  ANAFASE A hﬁ%&?%’g%%%gs SON ARRASTRADOS (B) ANAFASEB LOS POLOS SON EMPUJADOS Y SEPARADOS

Microttbulos del cinetocoro

s 2 : Una fuerza deslizante entre
MisiotuoiRon inkefpokales Se acortan los microtabulos del microtabulos interpolares de polos
cinetocoro, lo que arrastra a los opuestos (1) separa los polos; una
cromosomas hacia su polo del fuerza de traccion en la corteza celular
huso (2) separa los dos polos

Membrana plasmatica El crecimiento de los

microtabulos en los extremos
positivos de los microtbulos
interpolares ayuda a separar
los polos



Los microtubulos son cruciales en la division celular

El huso central impone la posicidon del surco de segmentacion: microtubulos interpolares y proteina RhoA

Microtubulos interpolares restantes

Microtbulos del huso central
interpolares \

Anillo contractil de filamentos de actina
(A) y miosina del surco de segmentacion

Sitio del surco de

segmentacion B) [ |
50 um




Los microtubulos forman los cilios y flagelos

Los cilios y los flagelos contienen microttbulos estables movidos por DINEINA




Los microtubulos forman los cilios y flagelos

CORTE A NIVEL DEL TALLO
(estructura 9, + 2: axonema)

Brazos de dineina Microtubulo B

Microtubulo A
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Los microtubulos forman los cilios y flagelos

Brazo de dineina externo

Brazo de dineina

Rayo radial interno

Vaina interna

Proteina

Singlete central conectora

de microtabulo

Membrana
plasmatica

(A) | ' (B)
100 nm | Microtabulo A Microtubulo B |

Doblete externo de microtubulos




Los microtubulos forman los cilios y flagelos

T
Extremo positivo Extremo positivo
Proteinas
conectoras
+ ATP
—_—
a
U
Extremo negativo Extremo negativo |
2
(A) EN UN DOBLETE DE (B) EN UN FLAGELO
MICROTUBULOS AISLADO, NORMAL, LA DINEINA
LA DINEINA PRODUCE CAUSA INCURVACION
DESLIZAMIENTO DE LOS DE LOS MICROTUBULOS

MICROTUBULOS




Los microtubulos forman los cilios y flagelos

La disquinesia ciliar primaria es una rara enfermedad autosdmica recesiva, caracterizada por anomalias en la
estructura y funcidn ciliar, con infecciones recidivantes de pulmoén, senos y oido medio

=== ODA
IDA




Los microtubulos forman los cilios y flagelos

TIPOS DE CILIOS ESTRUCTURA INTERNA DEL AXONEMA (TALLO)

CILIOS MOVILES

CILIOS INMOVILES

(6 CILIOS PRIMARIOS)

9,+0

(Sin el par central
de microtubulos)

El cilio primario esta especializado en el control de las respuestas sensoriales de la célula



Los microtubulos forman los cilios y flagelos

En el rifdn, los cilios primarios estan situados en la parte apical de las células epiteliales de los tubulos renales

Renal tubule Renal tubule cells Renal tubule -
cilium
Proximal Cystic kidney disease-
tubule associated proteins
I ~ Polycystin-1
¥ Polycystin-2
@ Polaris/Kif3/IFT
particle {
@ BBS
» NPHP
. Axoneme
Bowman’s @ Cystin
capsule &® Fibrocystin
OFD1
Primary cilium —__ //'
P Fluid flow
Loop of —_| L
Henle J é
j -\
L X
U T
Collecting duct ( Basal body
Yeong et al. BMB reports. 2013 A




Los microtubulos forman los cilios y flagelos

La alteracion de los cilios primarios renales se asocia con enfermedades como el rindn poliquistico

QO 1F1/Kif3a
. Cystin
. BBS
. Inversin
Renal @ neks
epithelial cells

Basal body

¥ ¥ ¥ ¥

Hedgehog  Wnt  MAPK/ERK  Hippo

Defects of ciliary proteins

Polycystic kidney disease

Yeong et al. BMB reports. 2013




Farmacos que modifican la estabilidad de los microtubulos

Polymerization Vinblastine

GTPTtubuIin-

@‘ dimer

Taxane

Laulimalide

GDP-tubulin-

P % dimer ao~tubulin

Pironetin

Depolymerization

Eli et al. Frontiers in Molecular Biosciences. 2022



Red de filamentos proteicos que se extiende por todo el citoplasma
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FILAMENTOS INTERMEDIOS MICROTUBULOS

M

10 nm de diametro 25 nm de didmetro

25nm
7 nm de diametro



Filamentos intermedios

Regién a-helicoidal del monémero

NH, COOH
NH2 Dimero dispuesto en espiral COOH
|- 48 nm !
oA ; oy NH,
e T T
©) Mf""’ = = =
COOH S NH,
e —— — — — — SOV R Tetramero antiparalelo escalonado de dos dimeros dispuestos en espiral
- - .
- '/-'g%”: e’
— Se — e S o
n ¢$%/ A . ;:‘:5 _‘%- ._.-‘SE.-'_!:':‘-:
S =5 — — ==  Protofilamento
?Z"”#M T —
S . RS — Asociacion lateral de 8 tetrameros
S
- ""?;‘..’-——%”' e

— e et 2
= — —
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Adicidn de 8 tetrdmeros al filamento en crecimiento



Filamentos intermedios

FILAMENTOS INTERMEDIOS

&

i

/crrOPLASMATlcos\ NUCLEARES
Vimentina y filamentos
Hlart?:rnatt?r?ade relacionados con Neurofilamentos Laminas nucleares
q vimentina
en células epiteliales  en células de tejido  en células nerviosas en todas las
conjuntivo, células células animales

musculares y células
gliales



Filamentos intermedios
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Filamentos intermedios

La alteracidn de los neurofilamentos se puede asociar con fendmenos neurodegenerativos

Normal Neuron Abnormal neuron

Neurofilament hyperphosphorylation and ‘

aggregation
— >

Aggregation of Phosphorylated NF




Filamentos intermedios

Los filamentos intermedios son cruciales para que las células puedan mantener su estructura y resistir el estrés
mecanico al gue estan sometidas

Actin
filaments

Microtubules

Centrosome

Nuclear

: lamina
Intermediate

filaments
Cell nucleus




Filamentos intermedios

Plectina; Filamento intermedio; Microtubulos



Filamentos intermedios

Los filamentos intermedios son cruciales para que las células puedan mantener su estructura y resistir el estrés
mecanico al que estan sometidas

Plakophilin — the linker (2)
Ectodermal dysplasia/skin fragility syndrome

Desmosomal cadherins - the scaffold coupling

Desmoplakin — the linker (1) Pemphigus

Lethal acantholytic epidermolysis bullosa

; . : PM PM
Intermediate filaments - the scaffolding poles

Epidermolysis bullosa simplex

l ‘

OoDP ODP

(a) ‘ 5 un Y Y

Intracellular links Intercellular links




Filamentos intermedios

Los filamentos intermedios son cruciales para que las células puedan mantener su estructura y resistir el estrés
mecanico al que estan sometidas

g Queratinas
(Filamentos intermedios)
Epitelio
Filamentos de queratina
" Plaquinas /
Membrana
basal
Placa de proteinas \
Membrana
t
soneeiiag / plasmética basal de

Hemidesmosomas

|l| sl; Ik

BPAG1e
(BP230)
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demidesmosoma |: CITOSOL

Lamina
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(4 -Tag1oT g1 - Qunmem——— S0y _J—. S———————————
Proteinas integrinas

plasmatica
Colageno XVII
(BP180 o BPAG2)

NPT
e
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Filamentos intermedios

En la epidermalisis bullosa se produce una destructuracion del estrato basal de la piel




Filamentos intermedios

En la epidermdlisis bullosa se produce una destructuracion del estrato basal de la piel

Célula basal de la epidermis

Lamina basal Red de filamentos
: de queratina
Hemidesmosomas defectuosa
(C)

Las células de la epidermis no resisten la tension mecanica a la que estan sometidas, provocando roturas que dar lugar a
ampollas.



Filamentos intermedios

La envoltura nuclear esta sostenida por una malla de filamentos intermedios

CITOSOL i e

Envoltura nuclear nuclear

nuclear

\ <
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NUCLEO Cromatina




Filamentos intermedios

poro nuclear DNA

s membrana
nuclear interna | envoltura
Iamlna membrana nuclear
o : = nuclear externa
FUSION DE VESICULAS AR
NUCLEAR PROTEINAS DEL PORO

NUCLEAR Y LAMINAS

NUCLEO EN INTERFASE ~ Prote(na del
poro fosforilada p

@ cromosoma hijo ps @ .
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Filamentos intermedios

Existen proteinas conectoras que vinculan los filamentos citoesquéticos con la envoltura nuclear

Actina

Microtabulo + .. Plectina
Membrana Proteinas % ":'
depurd Poro
nuclear

CITOSOL

Proteinas del

ESPACIO

PERINUCLEAR dominio-KASH
< {\ P Y "~ Proteinas del
l o i i dominio-SUN
_ _ _ _
(‘/’ \) NUCLEO
Membrana -
nuclear
interna

Lamina nuclear



Filamentos intermedios

Mutation

Cc1824T
Aberrant pre-mRNA splicing

PROGERIN

Lamina
assembly

Nuclear defects

Elevated DNA damage _
Epigenetic alterations Lamina

Loss of protein homeostasis defects
Chromatin disorganization :\\ (

Cell and tissue defects Symptoms

Chronic p53 signaling Growth impairment
Inflammatory response Cardiovascular disease
Metabolic alterations Skeletal dysplasia
Autophagy deregulation Lipodystrophy
Stem cell dysfunction Alopecia

Skin and nail defects
Joint contractures




Red de filamentos proteicos que se extiende por todo el citoplasma
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FILAMENTOS INTERMEDIOS MICROTUBULOS

M

10 nm de diametro 25 nm de didmetro

25nm
7 nm de diametro



Filamentos de actina

* Microfilamentos
* Forma filamentos delgados y flexibles de 7nm de diametro y varios micrometros de longitud.

* Se organizan formando redes o haces
* Se asocian a otras proteinas para crear formas celulares estables

e @ J\

(A) (B)

Microvellosidades Haces contractiles citoplasmaticos Filopodios Anillo contractil

(D)

10 um



Filamentos de actina

La polimerizacion es reversible y pueden des-polimerizarse

o) ATP Monémero
S Filamento de actina ¢e egtma
. : 321
Actina unida A 00000000080 <~
a ADP - Extremo Extremo
’ ¢» negativo positivo
O ‘ 32 1 /.
a / Q0000000000
~ 8099 5*’009 ~
PO t@ . ®
- i 321
Extremo negativo Extremo positivo 00000000000 «

(A) @ o/

(B) TREADMILLING



Filamentos de actina

Algunos farmacos y agentes toxicos son capaces de alterar la dinamica normal de los microfilamentos

CUADRO 17-2 FARMACOS QUE AFECTAN A LOS FILAMENTOS

Farmacos especificos para la actina

Faloidina Se une a los filamentos y los estabiliza
Citocalasina Recubre los extremos positivos de los filamentos, lo que impide su polimerizacién
Latrunculina Se une a mondémeros de actina e impide su polimerizacién

AoP [N

) ) Actina unida
Actina unida a ATP
a ADP ’

o 2
L A

Extremo negativo /

(A) ®




Filamentos de actina: numerosas proteinas se unen a la actina y modifican sus propiedades

Monbémeros de actina
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Filamentos de actina: asociacion con miosina

Familia de proteinas motoras que hidrolizan ATP

Miosina | y Miosina |l

Movimiento sobre el filamento de actina, hacia el extremo positivo

A TR L LR VO

Miosina |

Membrana plasmatica

LT Y ALY DY AP ATTY

Extremo positivo

YA
n

Extremo negativo

(A) Miosina | (A) Molécula de miosina I
le— 70 Nm ——»| ‘
‘ :Dominio Cola ‘\
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150 nm
(B)
. e Region desnuda (solo
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Filamentos de actina: formacidon de corteza celular

Por debajo de la membrana plasmatica es frecuente encontrar una corteza rica en
filamentos de actina denominada CORTEZA CELULAR

Proteinas Membrana
de anclaje plasmatica
R =
—

Miosina |l

Filamentos de
actina ’ = Capa cortical

; Ret:culo S
s endop’lasmatlco




Filamentos de actina: formacién de vesiculas, macropinocitosis y fagocitosis

Macropinocitosis

A ,‘4 =
Vesicula ] ’

recubierta " ( 4
y o * S e M,M

\ + F Iamentos de actina

Fagocitosis

) QX A

Liberacion
de la
Alejamiento L envuelta "‘.
de la = o .
vesicula : . 1
\&
CITOSOL Punto
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transicién Tubulacién de
la membrana
Cargas + Cargas + cubiertas
Nucleacién  cubierta interna interna y externa %
Compartlmento fuente
Fosfoinositido PI(4,5)P2 Brtakis s sortacs ’ -
' Proteina BAR Cargas
{} Proteina transportada Y Receptor

@ Proteina adaptadora

Proteina de cubierta externa
clatrina

& .
Proteina Rab ‘ Actina y proteinas asociadas

Dinamina



Filamentos de actina: microvellosidades
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Filamentos de actina: la contraccion muscular depende de la interaccién actina-miosina Il

Regién de
Disco Z superposicion

Una célula de musculo esquelético esta compuesta por miofibrillas

(A)

D

Nucleo Membrana plasmatica

Miofibrilla

Sarcémero ~2,5 um

Filamento Filamento
delgado (actina)  grueso (miosina Il)

Sarcomero ~2,5 um Sarcomero Dos miofibrillas

Disco Z

Ny

Miofibrillas



Filamentos de actina: forman el anillo contractil durante la citocinesis

CITOCINESIS Surco de division

/2 =
I|H

Filamentos de actina y miosina
del anillo contractil




Filamentos de actina: uniones

Los filamentos de actina también participan la unién célula-célula (uniones adherentes) y célula-MEC (adhesiones focales)

B. Focal Adhesion
Filamentos de actina en el interior

Extracellular Matrix (ECM) de la microvellosidad Microvellosidades que se extienden

desde la superficie apical

=3¢ Al Unién estrecha

Haz de filamentos
3 de actina

= Membrana
plasmatica lateral de
células epiteliales
adyacentes

F-actin

Superficie basal



Filamentos de actina: Ia reptacidn celular depende de la actina cortical

Numerosas células se mueven arrastrandose sobre superficies

Lamelipodio Filopodio

Extensiones delgadas y aplanadas vs. extensiones rigidas y delgadas

Densa malla vs. haz laxo



Filamentos de actina: Ia reptacidn celular depende de la actina cortical

Corteza de actina Lamelipodio Sustrato

o

y : LA POLIMERIZACION DE
Corteza bajo tension ACTINA EN EL EXTREMO
n 1 POSITIVO PROTRUYE DEL

//—\ LAMELIPODIO
=ab b =

B

Movimiento Las proteinas motoras miosina se deslizan
de actina alo largo de filamentos de actina
despolimerizada
CONTRACCION ‘ UNION
- (
( Sl —

Contactos focales
(contienen integrinas)

PROTRUSION
ADICIONAL |

Miosina

Actina F Actina G

| —
m —e® ) Lameipodo
< ‘e ®
|

Arrastre de los filamentos de actina Sustrato
por la miosina

Sustrato

Formacioén de estructuras de anclaje
al sustrato por medio de integrinas



Filamentos de actina: Ia reptacidn celular depende de la actina cortical

Una red de filamentos de actina en vias de polimerizacion empuja, en direccidn anterdgrada, el borde de avance de un
lamelipodio

Extremo positivo
del filamento de actina Membrapa
recién polimerizado plasmatica

’m’ ‘ Borde de avance ;
| l de la célula bl

¥ e ‘A Monémeros
4 Ny 0: ve Ty o

WO B A e G R de actina

i A ) 3

&

6 C/
B) Proteina casquete Complejo  Despolimerizacion

en el extremo ARP de filamentos de actina
positivo




Filamentos de actina

Determinados microorganismos pueden aprovecharse de la actina celular del huésped para moverse e invadir otras células

Listeria

Symptoms

headache

diarrhea

abdominal
aches

nausea

muscle aches

fatigue

Infecciones intestinales por E.Coli

Listeria Monocytogenes



Filamentos de actina

( 7 Entry into cells

L. monocytogenes

/ Adhesion and invasion T

) (InlA and InIB)

. ©
Hpt

LplA1

OO
Actinrl"\ArpZ/s
QEIID septin

'—j /\ @ Septin ((XXED

ActA

B | Actin-based motility

b <-4 Actin
e ’ profilin
@ J VASP

LLO
PLCs




Filamentos de actina

La interaccién de E.Coli con proteinas de la membrana apical de los enterocitos provoca la formacion del pedestal

B:;ﬁ\lntimin %\ j

EspA

T3SS

I

Tir

—

Other effectors
Intestinal surface
e Ya7a phosphorylated S NcK » WIP
*  S/T phosphorylated @ N-WASP & ARP2/3

Escherichia coli enteropatogena * Actin
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Fraccion del citoplasma




El citosol es un liquido viscoso y acuoso

...——»Cytoplcg

Cytosol is the liquid part of the cytoplasm refers to the entire
cytoplasm, made up mostly of water content within the cell membrane,
and soluble molecules including the cytosol.




El citosol esta muy organizado a nivel molecular con gran heterogeneidad

Agua (70-85%) + Proteinas (15-30%) + Metabolitos (ATP, GTP...)

* Heterogeneidad quimica: MICRODOMINIOS

* Heterogeneidad fisica: diferente VISCOSIDAD

GRANULOS DE ESTRES

MLO: membraneless “organelles” GRANULOS TRANSPORTADORES DE RNA

CUERPOS P



Granulos de estrés

4 o N

S 2o

S A B
O
mRNA m

RNA mduced microclusters

S7AL

Mlcrocluster medlated crossllnks
In low-density RNP condensatej

-

Ahorro de energia y proteccion del RNA



Granulos de estrés

Physiological SG pathway

SG mediated FTD-ALS protein aggregate formation

nucleus : ‘\ nucleus C9orf72 ,'
\ ”’\:\:\ - S = 0‘_ . Repeat RNA P

. -’
\ 4 f'/ /I ~ = 4 w =

e .
= o> w 3 "~ ‘ e &y
T

— Iﬂ‘:—\l

Ab

ER
?a,mo\i%‘a{\on LUPs T stress
. M elF2a
§ 0 ; N
| Pathological SG ISR
§ (persistent, viscous) p-elF2a
Q

| . :
I l Physiological SG\

Demixing

SG formation
)

Physiological SG Insoluble

Aggregates remain after
(transient, dynamic) aggregates

SG components dissolve cytoplasm



Granulos transportadores de RNA y cuerpos de procesamiento (P-bodies)

O—~—
S O

o tRNA
Transport to cytoplasm LS . . . -
for prciiférg]gérgitgg)sls o . LIQUId-/IQUId phase
./ Translationally separation
MRNA
Wm repressed mRNPs

Cell membrane

Processing bodies

Funciones reguladoras de la expresion proteica.



Composicion del citosol

Agua = 70-85 %
Proteinas = 15-30 %
a) Citoesqueléticas no polimerizadas
b) Enzimas:
* Biosintesis (aminoacidos, acidos grasos, nucledtidos...)
* Activacion de aminoacidos para sintesis proteica
* Modificacion de proteinas recién sintetizadas
* Glucogenogénesis y glucogenolisis
* Glucolisis anaerobia
* Fosforilacion de proteinas (senalizacién intracelular - PK)

ATP, ADP, GTP, ARNm, ARNt, nucledtidos.
Moléculas de sefializacion intracelular (AMPc, GMPc, Ca;™, IP; PK)
Metabolitos, glucidos, lipidos, iones (K*), sales, ...

pHLIC = 6,8 - 7,2 (ligeramente mas neutro que pH de LEC = 7,4)

Las numerosas moléculas que contiene intervienen en
Metabolismo celular
Homeostasia celular
Senalizacion celular



Composicion del citosol

Concentraciones tipicas de iones en citosol y liquido extracelular

lonas Concentracién en LIC Concentracion en LEC

(mM) (mM)

Potasio 140 5

Sodio 5-15 145

Cloruro 5 110

Bicarbonato 12 29

Aminoacidos en proteinas 138 9

Magnesio 0.5 1.5

Calcio < 0.0002 1.8



Funciones del citosol

Soporte estructural, el transporte de sustancias, la realizacion de procesos metabdlicos y la transduccion de senales.

© O O Factor de crecimients
Q9
Glucosa
N /‘7 CRECIMIENTO Y
\ 4 ~— DIVISION CELULAR
Membrana Eecepfor del T
plasmatica S factor de crecimiento Cascada de .,
o (T NAD* Fostorilacion Produccion de
. Oxigeno presente Glucdlisis L 4 \L ,bro?‘emm'

NADH o
| : N ©® [7rADUCCION @
e r iy f

AL Oxigeno ausente Y Yor
Sl - @D RS —
N cion { |

Inactivo Active Aumento en la

; NAD* , duccion de
y pro
Niicleo Q ciertoc ARNm.
} Citoplasma ?
Diéxido de - )
carbono y agua Lactato | TRANSCRIPCION |
SN TR AR N
0 A
(=) >
- ‘ RTINS
Inactivo Aetive Transcripeion de genes que promueven

el crecimiento y (a divicion celulares



Inclusiones celulares: no tienen membrana

v{ 17’

e

B BT M DT (30 )
y%‘.‘:’["i - " ﬁa'_...;' o,

* Lipidos

e Glucidos

* Proteinas
* Pigmentos




Inclusiones celulares: lipidos

* Adipocitos, hepatocitos, musculares...

Reserva de energia, sintesis de componentes de membrana, metabolismo lipidico...



Inclusiones celulares: lipidos




Lipidos neutros rodeados de lipidos antipaticos con proteinas asociadas

(@ TAG synthesis and (2) Emergence and nascent @3 Lipid droplet budding
lens formation lipid droplet formation and growth
l 1 I 1 1
TAG synthesis Seipin oligomer
FIT1/FIT2 ; N
(Vft2/Ses3)| 2. %‘"ac'"ew : ELLdbl) ER lumen
| Lens
) | Cytoplasm
Maintenance | . Deposition between 3
of ER lipid S _______________> |theinnerandouter Nascent
composition | . " | leaflets lipid droplet -
aid Ehape? ! TAG synthesis E = P P =
' G3P ;
Acyl-CoA~(GPAT ) | PLIN3 \
1 (Pln1)
LPA E
Acyl-CoA~( AGPAT E PERILIPINA
PA E =
PAP) | ' \
DAG 5 Local TAG :
Acyl-CoA DGAT 4 synthesis
& ,
TAG 1

Lipid droplet emergence

Symmetrical surface

| tension

Asymmetry in !
\ phospholipid !
3 : composition | Decreasing E
1 ¥ o0Y surface tension !
in outer !

Asymmetryin | (cytosolic) |

protein leaflet |

recruitment

% ‘ & and binding
N

Lipid droplet




Lipidos neutros rodeados de lipidos antipaticos con proteinas asociadas

e e B M 0 e e ' Peroxnsome—llpld droplet

' Lipid droplet-lipid droplet Peroxusome

Lysosome-lipid droplet ' | iMembrane
Y P i ;/‘  Lipid fusion

' 1 LAMP2A

CIDEA, CIDEB, i droplet

______________________________________________

- CIDEC ™, e gy
v . ooooooooooa’o{v‘oooooooooo gasechendrion

: | 'l{l I ) 5

' Lipid droplet ' DL : o o “ :

| r . 7 . 3 1 l

' Lipid droplet : SC70 :

| : T —
: : = PLINZ | E :
E AUP1 |',n XD 0 ‘] h' PO ODS, : i Mitochondrion

| I % { 1538 ‘x I ) I ) |’j| :
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: Ubiquitin i Llpld droplet ]

| oSS e e S |

i Lipid droplet

\\:‘Lipid droblét —



Lipidos neutros rodeados de lipidos antipaticos con proteinas asociadas

fa """"""""""" ER-restricted tether ERAD comp[ex
'ER lumen irpi (e.g. UBAC2) —
i CytoplaSrh

Lipid

Farnesylation
droplet

PEX19

&

7 ~.'
&
1\ \ .' w
______________________ Proteasomal

b degradation

Class I lipid
droplet protein

4

UBXDS8 insertion
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Desregulacion de las gotas lipidicas

Hyperplasia

Features:

T Adiposity
oInflammation
«Adipose tissue function
T Insulin sensitivity

Adipose distribution:
T Subcutaneous fat
! Visceral fat

Lipid storage:
oLipid storage
capacity

pw

O

/&

hypertrophy

Features:

T Adiposity

T Inflammation

! Adipose tissue function
T Insulin resistance

Adipose distribution:
! Subcutaneous fat
T Visceral fat

Lipid storage:

! Lipid storage capacity
T Liver

T Skeletal muscle



Desregulacion de las gotas lipidicas

Hepatocellular

Healthy liver NAFLD carcinoma
Lipid
accumulation '
>
Insulln v
Resistance NASH
Fat in <5% of - Steatosis (Fat in » SR £ « Activation of
hepatocytes >5% hepatocytes) oncogenes
+ Oxidative stress g::)t\)/(:trtf\ ant
stimulated by

NASH Cirrhosis hyperinsulinemia

NAFLD: Non-alcoholic fatty liver disease * Steatosis Late stage
NASH: Non-alcoholic steatohepatitis :g‘::fo'gr’:i‘:;m" of fibrosis

* Fibrosis



Desregulacion de las gotas lipidicas

Enfermedad por almacenamiento de lipidos neutros (NLSD)




Desregulacion de las gotas lipidicas

Lipodystrophies

Leptin deficiency

* Hyperphagia

« Core pathophysiology leading to
metabolic abnormalities

Loss of sc fat
* Primary event
» Ectopic storage of fat

Severe hypertriglyceridemia

« Acute pancreatitis Severe insulin resistance

+ Poorly controlled diabetes
+ Complications of diabetes
Heart disease

« Atherogenic lipid profile
« Atherosclerosis

« Cardiomyopathy

» Arrhythmias

Kidney disease
* Proteinuria
* End stage renal disease

Reproductive abnormalities in females

Liver disease « Failure in puberty progression
* Increased de novo lipogenesis « Hyperandrogenism

« MAFLD * Polycystic ovaries

« MASH « Infertility

» Cirrhosis

Autoimmunity in acquired cases
« Autoimmune hepatitis
* Glomerulonephritis

Neuromuscular disease
* Bone cysts

* Myopathy

Poor quality of life
Low self esteem

High mortality
. High rates of depression and anxiety

Cardiovascular disease

+ Sepsis Attention deficit problems
* Liver disease Fatigue
* Kidney disease Pain




Inclusiones de glucidos: glucégeno

Particulas isodiamétricas - granulos a y 6



Inclusiones de glucidos: glucégeno




Inclusiones de glucidos: glucégeno

Level 1: Glycogen chains
(A) Glucose units connected by (B)

a(1,4) glycosidic linkages
OH
& 0
,’l : OH HO 5
P a(1,6) linkage

* o
K HO
" HO o) OH
4 HO
HO (o)

0
~~~~~~~~~ HO

f HOJ..

a(1,4) linkage

Glycogenin ¥ &%

~<a '

Level 3: Glycogen a particle
B particles glued together by
possibly protein bonding

Level 2: Glycogen B particle
Chains connected by a(1,6)
glycosidic linkages




Inclusiones de glucidos: glucégeno

TRASTORNOS POR DEPOSITO DE GLUCOGENO

Tipo Enzima Alteracion Signos
deficiente morfoldgica clinicos
Enfermedad de Glucosa-6- Acumulacion de 1tamaﬁo organos
von Gierke fosfatasa glucdégeno en
hepz.:\toutos yT. Hipoglucemia
corticales renales
Sindrome de Glucégeno Acumulacion de Calambres y fatiga
McArdle Fosforilasa glucdgeno en intensa tras
muscular musculo ejercicio.
esquelético

Enfermedad de
Pompe

a-glucégeno
oxidasa
lisosomal

Acumulacién de
glucégeno
lisosdmico en
hepatocitos

1tamaﬁo corazon e
higado
(Cardiomegalia 'y
hepatomegalia)




Inclusiones proteicas: subproductos metabdlicos

Cristales de Charcot-Bottcher
- 0..: . " .. - :'._\ 4 ;’)- ;. ‘3.}‘ '.-'TQ_ G ‘

Células de Sertoli Células de Leyding



Inclusiones proteicas

Sindromes talasémicos
Hemoglobinas innestables

Cuerpos de Heinz



Inclusiones proteicas

-

Enfermedad de
Alzheimer (EA)

BA miloide
(placas amiloides)

/ hTau

hipocampo y neocorteza

.

(ovillos neurofibrilares)

Neuronas y espacio extracelular de

4

Enfermedad de
Parkinson (EP)

a-sinucleina
(cuerpos de Lewy)

Neuronas domapminérgicas
sustancia nigra

_/

Esclerosis Lateral
Amiotrofica (ELA)

. TDP-43
% sopT
B Fus

(cuerpos de inclusion)
Neuronas motoras

-
Enfermedad de
Huntington (EH)

Huntingtina
(polyQ)

Ganglios basales

J

[ Enfermedad de

& basales, talamo

Priones (EPr)

Proteina
pridnica

Corteza, ganglios




Pigmentos




Pigmentos
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Ribosomas. Caracteristicas generales

Particulas sub-celulares

Sintesis proteica

Presenten es todas las células (eritrocitos y espermatozoides)
Formados por rRNA y proteinas

M. electronica (32 nm en eucariotas y 29 nm en procariotas)
Dos subunidades




izacion

Ribosomas. Local




Ribosomas. Localizacion




Ribosomas. Localizacion

Outer Membrane

ATP Synthase

DNA

Ribosomes

Matrix Granule

Matrix
Cristae



Los ribosomas sdélo son visibles con ME

Visualizacion MO

Basofilia (colorantes basicos — H-) puede ser:

= Difusa (c. embrionarias, eritroblastos)

="  Grumos (hepatocitos, neuronas)

® Localizada (base de células acinares de pancreas)

Basofilia difusa Basofilia difusa
eritroblastos basdfilos células plasmaticas Neurona con grumos baséfilos (cuerpos de Nissl)




Estructura: en eucariotas son 80s

S 0% e
s r Y T

~ 49 proteinas ribosdmicas + 3 moléculas de rRNA ~ 33 proteinas ribosomicas + 1 molécula de rRNA
1 gic il ]

| l

Subunidad grande Subunidad pequefia
60s: rRNA 28s, 5,85y 55 + 49 pp g 40s: rRNA 18s + 33 pp
PM =1 400 000
PM =2 800 000
Subunidad
grande

~ 82 proteinas diferentes +

Subunidad 4 moléculas de rRNA diferentes

Ribosoma eucarionte completo
PN =4 200 000



En los ribosomas se produce la sintesis proteica

Sitio A

Subunidad
ribosdmica
grande [

Subunidad
ribosémica
pequena

Sitio de unién
a mRBNA

(B)



En los ribosomas se produce la sintesis proteica

Gen 'DNA
|

::n "'ﬂf"l'"I"'""m"'u"ﬂ"" }

SINTESIS DE RNA

3[
one o

Nucleétidos TRANSCRIPCION
RNA
5’ 3’

SINTESIS PROTEICA
TRADUCCION

PROTEINA

HoN = - =00~ >~ COOH

Aminoacidos

ADN < e
l Transcripcion

ARN

RNA mensajero
(ARNm)

Traduciénl

Proteinas o O

RNA no codificante




Los RNA no codificantes son genes

Tamano del ribosoma

Subunidad Mayor Menor
Tamano de la subunidad 60S 40S
rRNA 5S 5.8S 28S 18S
Longitud del rRNA 121int 156nt 5070nt 1869nt

+ g 000250,

+ ‘,;f f{;.+'§§§§;

-ré%? e T

~ 49 proteinas ribosomicas + 3 moléculas de rRNA ~ 33 proteinas ribosémicas + 1 molécula de rRNA
L J L J

l l

Subunidad grande

Subunidad pequefia

-

PM =1 400 000
PM =2 800 000

\

Subunidad
grande

~ 82 proteinas diferentes +

Subunidad 4 moléculas de rRNA diferentes
pequefia G

Ribosoma eucarionte completo
PN =4 200 000

growing

Polypeptide chain

U
G
C
C

A
G
\/ G A Ci
Codons

Ribosome

- Amino Acid

tRNAZ

During translation

Common ways of illustrating tRNA

Anticodon

T loop

Anticodon loop

Anticodon Anticodon




Las subunidades ribosdmicas se sintetizan en el nucleolo

DNA

MRNA

|

rRNA + Proteinas
| |

SUBUNIDAD RIBOSOMICA

organizador
nucleolar

/
Enzima

NUCLEO

ARN,

Proteinas 2. i
ribosgmicas
o

\
°®,

d. 0

RIBOSOMICA

\\

\

\

\

A}

"
\
\
SUBUNIDAD
\
408 ;
i
)
'
)

.—

\ RIBOSOMICA |
NUCLEOLO 60 S
Poros

1]

'

SUBUNIDAD ..'
1}

’
'
'
CADENA Ny ¢
POLIPEP-

TiDICA




Regiones organizadoras nucleolares

Los genes que codifican para los pre-rRNA se localizan en las regiones organizadoras nucleolares (NOR)

7 NOR

Cromosomas Y )
i~ \ \

humanos NOR
Secuencia

espaciadora

13 14 15 2 22 no transcribible

Nucleo B s I I e
J Il N
ARN-455 & ~N ‘R
\ Transcripcion Espacladores
ARN-28S —
ARN-5.85 455 | S—
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