BIOMEDICINA I- 2018

ESTRUCTURA Y SENALIZACION CELULAR I

MEMBRANA, RETICULO, MITOCONDRIA Y NUCLEO COMO PARTES
ESENCIALES DE LA SENALIZACION INTRACELULAR

Dra. Andrea Paula-Lima

Farmacéutica - Facultad de Farmacia - Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil
Doctora en Quimica Bioldgica — Instituto de Bioquimica Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil
Postdoctorado - Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile
Profesor Asistente, Coordinadora de Postgrado de la Escuela de Graduados, Facultad de Odontologia — Universidad de Chile
acpaulalima@u.uchile.cl



Compartimentalizacion celular



Principales compartimentos intracelulares de una
célula animal
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Figure 12-1 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

Células eucariotas tienen un sistema
elaborado de estructuras membranosas

internas: ORGANELOS

Cada organelo:
‘Tiene una composicion unica de
(glico)proteinas y (glico)lipidos.

‘Estd formado por uno o mas
compartimentos de membrana.

*Desempena funciones particulares.
‘Puede actuar de manera autonoma o

cooperativa para desarrollar una
funcion.



Compartimentalizacion de un hepatocito

Table 12-1 Relative Volumes Occupied by the Major Intracellular
Compartments in a Liver Cell (Hepatocyte)

Cytosol 54
Mitochondria 22

Rough ER cisternae

Smooth ER cisternae plus Golgi cisternae
Nucleus

Peroxisomes

Lysosomes

Endosomes

Habra distinta proporcion de organelos en los distintos tipos celulares, segtin la funcién
que deba cumplir el tejido.

Table 12-1 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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Micrografia electronica de una parte de un hepatocito
observado en seccion transversal

rough endoplasmic nucleus lysosomes
reticulum

Figure 12-2 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Relaciones topologicas entre los compartimentos de las
vias secretoria y endocitica en una célula eucariota

plasma membrane lysosome

Hay constante
tranpaso de material
entre nucleo, reticulo

endoplasmico,

aparato de Golgi,
endosomas y
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envelope | outer exocitica y
membrane
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nuclear | membrane

Figure 12-5 Molecular Biology of the Cell
(© Garland Science 2008)

The endomembrane trafficking system in eukaryotic cells includes a forward biosynthetic
route - constituted by the ER, the ER-Golgi intermediate compartment, the Golgi
apparatus and post-Golgi vesicles -- and a recycling-degradative route constituted by
endosomes and lysosomes. (Ramirez and Couve, 2011)



Formacion de los organelos

» Para formarse, los organelos requieren informacion del organelo original. Por
incorporacion de nuevas moléculas a los organelos originales, los organelos
aumentan de tamano y luego se dividen.

» Los lipidos se generan en el reticulo enoplasmico liso y las proteinas se
sintetizan en ribosomas asociados al reticulo endoplasmico rugoso o en
poliribosomas libres en el citosol.



;Qué funciones cumple cada compartimento?

Membrana plasmatica: bicapa lipidica con proteinas inmersas o asociadas que determina el limite
celular y establece diferencias entre ambientes interno (citosol) y externo (medio extracelular).

Nucleo: Organelo delimitado por doble membrana (envoltura nuclear) en las células eucariotas, que
contiene el ADN organizado en cromosomas.

Reticulo endoplasmico: organelo membranoso tnico y contiguo en los cudles los lipidos son sintetizados
y las proteinas transmembrana y de la via secretoria traducidas.

Mitocondria: organelo rodeado por doble membrana que ejecuta la fosforilacion oxidativa produciendo la
mayor parte del ATP generado en la célula eucariota.

Aparato de Golgi: red de cisternas aplanadas de membrana apiladas. Cada agrupacion (de 3-8 cisternas) se
lama PILA DE GOLGI o DICTIOSOMA, en las cudles proteinas y lipidos son transferidos desde el reticulo
endoplasmico para seren modificados y destinados.

Endosomas: Organelo membranoso que transporta materiales recién endocitados, pasando varios de los
cuales a los lisosomas.

Lisosomas: Organelo membranoso que contiene enzimas digestivas activas en el pH acido de su lamen.

Peroxisomas: Organelo membranoso pequefio que utiliza el oxigeno molecular para oxidar las moléculas
organicas.



Membrana plasmdtica



Mambrana plasmadtica: mucho mds que un
simple “limite”
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Membrana plasmadtica: modelo del mosaico fluido

v" Es una bicapa lipidica con proteinas inmersas o asociadas.
v' Es fluida (permite movilidad lateral de los lipidos).
v Es asimétrica (contenido diferencial de proteinas en las distintas caras de la membrana).

v' Posee permeabilidad selectiva (que depende de su composicién lipidica y proteica)
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Composicion quimica de la membrana

plasmadtica
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Movimiento de lipidos en membranas
bioldgicas

lateral diffusion
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Figure 10-11b Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

LOS PROCESOS DE SENALIZACION, LOS CAMBIOS CONFORMACIONALES
EN LAS PROTEINAS, ETC. SOLO FUNCIONAN CORRECTAMENTE SOLO EN

ESTADO FLUIDO
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~ Contenido lipidico de la membrana no es homogéneo en una
misma célula: BALSAS LIPIDICAS (“lipid rafts”)

FUNDAMENTALES EN TRANSDUCCION DE SENALES

Lipid Raft

Glycosphingolipids

Cholesterol

Son microdominios enriquecidos en colesterol y glicoesfingolipidos saturados,
EN QUE CONVERGEN DISTINTAS PROTEINAS DE UNA MISMA RUTA

DE TRANSDUCCION DE SENALES.
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Asimetria de membrana determinada por las proteinas

PROTEINAS DE MEMBRANA:
INTEGRALES: son anfipaticas. Sus regiones hidrofobicas se insertan en el interior de la membrana

PERIFERICAS: no tiene secuencias hidrofébicas por lo que no penetran en la membrana. Se unen a
la membrana por fuerzas electrostaticas o puentes de hidrogeno.

ANCLADOS A LIPIDOS: se unen covalentemente a porciones lipidicas que se insertan en la
membrana.
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Evidencia del “mosaico” de proteinas por criofractura
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Funciones de las proteinas de membrana
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Figura 11-20 Essential Cell Biology (Garland Science 2004) X y

ENZIMAS: catalizan reacciones especificas.

TRANSPORTE: canales y transportadores movilizan solutos entre el medio interno y el
medio externo.

RECEPTORES: reconocen senales extracelulares y activan vias de transduccion de senales.
COMUNICACION INTERCELULAR

ADHESION Y MIGRACION

CAPTACION Y SECRECION DE SUSTANCIAS (endocitosis y exocitosis)
ESTRUCTURALES: soporte y mantencion de la forma celular.



La membrana plasmdtica (y de los organelos) tiene
PERMEABILIDAD SELECTIVA

HYDROPHOBIC
MOLECULES

LARGE
UNCHARGED  9lucose
POLAR sucrose
MOLECULES

B | |

H',Na'

HCO, K’
- ca®,cr D Table 11.01 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

Mg’;

synthetic
lipid bilayer



Transduccion de senales



;Como el medio extracelular cambia el intracelular?

RECEPTORES Y TRANSDUCCION DE SENALES

EGFR, HER2,

. o ; HER3, or HER4 Interleuking . .
r [tocskediclgands— i Srar EGFR signal transduction pathways.
EGF NRGs NRGS P, ECFR
TGFa Bellutin @ \
Amphiregulin  HB-EGF > = N s :
Bl N P Kk = 1) binding of a receptor-specific ligand occurs
H - _

Epiregalin 2 5 - in the extracellular portion of the EGFR or of
AT A | one of the EGFR-related receptors (HER2,
e : A2 HER3, or HERy).

2) The formation of a functionally active EGFR-
EGFR dimer causes the ATP-dependent
phosphorylation of specific tyrosine residues in
the EGFR intracellular domain.

Cell proliferation
Cell survival

Irevasion and metastasis

Tumosinduced ncomngiageness. P - 3) Phosphorylation triggers a complex program
A ~ of intracellular signals to the cytoplasm and
N ~then to the nucleus.

Katzel et al. Journal of Hematology & Oncology
2009 2:2 doi:10.1186/1756-8722-2-2



La TRANSDUCCION DE SENALES es el proceso por el que
un tipo de senales se convierte a otro

extracellular signal
molecule A
IN

intracellular
signaling

molecule B

OouT

Involucra secuencias ordenadas de reacciones bioquimicas en el interior celular, que son llevadas a cabo por
enzimas y seqgundos mensajeros. Estos procesos son usualmente rdpidos, del orden de los miliseqgundos en el caso
del flujo de iones, a minutos para la activacion de cascadas mediadas por quinasas.

In muchos procesos de transduccion de sefiales, el numero de proteinas y otras moléculas participando en estos

eventos aumenta, de manera que normalmente resulta en un estimulo relativamente pequefio que genera una
gran respuesta.



;Qué son las SENALES y cémo responden las células?

Senalizacion celular: respondiendo al medio externo

Las células procesan informacion que viene de su ambiente externo:
* Senales fisicas (luz, tacto, sonido)

* Senales quimicas (olores, sabores)



Movimiento pupilar frente a cambios de luminosidad: ej. de
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Light

transduccion de senales

Bipolar Cells Rod and Cone Cells

Ganglion Cells

Eye

Image: Courtesy of Jamie Simon, Salk Institute for

Biological Studies.
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__SIGNAL RELAYED TO BRAIN

—

El procesamiento visual comienza cuando los fotones ingresan al ojo y activan células nerviosas sensibles a la luz (fotoreceptores) en la

retina.

En la primera capa de células de la retina, los bastones y conos convierten la informacion luminica en sefales eléctricas y las envia a
una capa intermedia de neuronas bipolares, que a su vez en reenvian las sefiales a las células ganglionares de la retina.
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En las células existen sistemas que:

PRODUCEN senales en el momento adecuado.

. RECIBEN la senal.
. TRANSMITEN la senal al interior de las células.

. RESPONDEN a la seinal con cambios celulares.
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Senalizacion celular: respondiendo al medio externo

Molécula de sefializacién extracelular

LIGANDO (“1er mensajero”) .

RECEPTOR
Proteina receptora
1 Membrana plasmatica
“2°* mensajeros” A Proteinas de sefializacién celular
n A e Proteinas efectoras
Enzima Proteina reguladora Proteina del
de expresion génica citoesqueleto
Metabolismo Expresién Movimiento

génica 0 cambio de
forma
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Los sistemas de transduccion d(; ;e.ﬁ»d‘iéﬁscAMPLIFICAN
la senal recibida.

Signal molecule binds to
e e e G protein-linked receptor,
coupled t o Adenylyl which activates the G protein.
l’ecepmf cyda‘e
j EEEE—— G protein turns on adenylyl
e \Q, cyclase, an amplifier enzyme.
E e
- A ©
G protein \ Adenylyl cyclase converts
(can be stimulatory | \ ATP to cyclic AMP.
or inhibitory) O O O— cAMP
{AMP activates protein
kinase A.
Protein
mm A\O 0 0
O roteln kinase A phosphorylates
other proteins, leading ultimately
to a cellular response.
Phosphorylated —O O @) O @) Q00
protein
0 Note how the initial signal is
mpllﬁed
Y
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Copyright © 2007 Pearson Education, Inc., publshing as Benjamin Cummings.



Etapas de la senalizacion celular

1.-Sintesis celular del mensajero quimico.

2.-Secrecion del mensajero por la célula emisora.

3.-Transporte del mensajero hasta la célula blanco.

4.-Deteccion / recepcion del mensajero (sefal) por un receptor celular (proteina).

5.-Transmision intracelular de la sefal (transduccion de sefial) y cambio en el
estado celular (metabolismo, expresién génica, etc.).

6.-Eliminacion (degradacién) de la sefial (interrupcién del proceso).

Si se altera cualquiera de esos pasos, se desregulara la
sefializacion de esa via determinada y el equilibrio celular.
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Primer Mensajero = Ligando

Ligando = Agonista = Farmaco = Droga = Toda molécula quimica capaz de producir
efectos en un sistema biolégico.

Clasificacion segun su funcion

LIGANDOS Principal modo de accion

1. Hormonas — Endocrino

* Peptidicas (Ej. Insulina)
« Esteroidales (Ej. Progesterona)
2. Neurotransmisores (Ej. Acetilcolina)  — Autocrino / Paracrino

3. Factores de crecimiento (Ej. EGF) — Endocrino / Autocrino / Paracrino

4. Citoquinas (Ej. Interleuquinas) — Autocrino / Paracrino




Clasificacion de ligandos segun su estructura

Aminoacidos, o derivados
de aminoacidos (Ej.

Adrenalina)
OH
HO
HN
HO “CHs,

Nucleétidos (Ej. ATP)
H,N

Péptidos (Ej. EGF)
Proteinas (Ej. Interleuquina)

Derivados de colesterol
(Ej. Progesterona)

Derivados de fosfolipidos
(Ej. Lysophosphatidic acid, LPA)




Ligandos: origen, naturaleza quimica y acciones

—)

TABLE 16-1 SOME EXAMPLES OF SIGNAL MOLECULES

SIGNAL MOLECULE

Hormones

—

Adrenaline (epinephrine)
Cortisol
Estradiol

Glucagon

Insulin
Testosterone
Thyroid hormone (thyroxine)

Local Mediators

Epidermal growth factor
(EGF)

Platelet-derived growth
factor (PDGF)

Nerve growth factor (NGF)

Transforming growth
factor- (TGF-B)

Histamine
Nitric oxide (NO)
Neurotransmitters

Acetylcholine

y-Aminobutyric acid (GABA)

SITE OF ORIGIN

adrenal gland
adrenal gland
ovary

a cells of pancreas

B cells of pancreas

testis

thyroid gland

various cells
various cells, including

blood platelets

various innervated
tissues
many cell types

mast cells

nerve cells; endothelial
cells lining blood vessels

nerve terminals

nerve terminals

Contact-dependent Signal Molecules

Delta

prospective neurons;
various other
developing cell types

CHEMICAL NATURE

derivative of the amino
acid tyrosine

steroid (derivative of
cholesterol)

steroid (derivative of
cholesterol)

peptide
protein
steroid (derivative of

cholesterol)

derivative of the amino
acid tyrosine

protein
protein
protein

protein

derivative of the amino
acid histidine

dissolved gas

derivative of choline

derivative of the amino
acid glutamic acid

transmembrane protein

Table 16-1 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)

SOME ACTIONS

increases blood pressure, heart rate, and
metabolism

affects metabolism of proteins,
carbohydrates, and lipids in most tissues

induces and maintains secondary female
sexual characteristics

stimulates glucose synthesis, glycogen
breakdown, and lipid breakdown, e.g., in
liver and fat cells

stimulates glucose uptake, protein synthesis,
and lipid synthesis, e.g., in liver cells

induces and maintains secondary male
sexual characteristics

stimulates metabolism of many cell types

stimulates epidermal and many other cell
types to proliferate

stimulates many cell types to proliferate

promotes survival of certain classes of
neurons; promotes growth of their axons

inhibits cell proliferation; stimulates
extracellular matrix production

causes blood vessels to dilate and become
leaky, helping to cause inflammation

causes smooth muscle cells to relax;
regulates nerve cell activity

excitatory neurotransmitter at many nerve-
muscle synapses and in central nervous
system

inhibitory neurotransmitter in central
nervous system

inhibits neighboring cells from becoming
specialized in same way as the signaling cell



La misma molécula senalizadora puede inducir distintas
respuestas en diferentes células diana.

RESPUESTAS RAPIDAS

(A) heart muscle cell w\/\ (B) salivary gland cell (C) skeletal muscle cell
&
30 2
*-%p|-
‘ receptor Tt
protein SECRETION " @
acetylcholine M o -
DECREASED RATE AND %
FORCE OF CONTRACTION
(D) acetylcholine
CONTRACTION

<|? CH,
H3C . C _O - CH2_CH2_ 'T+_ CH3
CH,

Figure 16-5 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)



Multiplicidad de senales extracelulares

RESPUESTAS MAS LENTAS

- Existen distintos receptores en una
B— g misma célula.

* Las células son sensibles en forma
@ simultanea a muchas senales
extracelulares.

* La presencia de una sefnal puede
modificar las respuestas a otras
senales.

B DIFFERENTIATE + Las senales al actuar en conjunto,
pueden potenciarse o bloquearse.
& | N
F

"\
B— @-GROW+DIVIDE( @
1N\
D

* En ausencia de senales la mayoria
de las células estan programadas

. para autodestruirse.
apoptotic
- DIE = cell

Figure 15-8 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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~ Las senales extracelulares pueden actuar de forma lenta o

rdpida.
extracellular signal molecule
@
l CAMBIOS EN EXPRESION
intracellular signaling cell-surface GENICA
pathway @ — receptor protein

nucleus

ALTERED
PROTEIN RNA SLOwW

FUNCTION (mins to hrs)

FAST

(< sec to mins)

\ ALTERED PROTEIN SYNTHESIS

\ /

ALTERED CYTOPLASMIC MACHINERY

ALTERED CELL BEHAVIOR

Figure 16-7 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)



Diversidad de las Respuestas

Signal
molecule }
Receptor

% gﬂfe%:ules
&
Y

Response 1

CELL A: Pathway leads
to a single response

Un ligando origina
sOlo una respuesta

Q

{
Q

Y O\

P &
oo

Response 2 Response 3

CELL B: Pathway branches,
leading to two responses

Un ligando origina
mas de una
respuesta porque la
seinal diverge en
distintas rutas

Aﬁv&tion
or inhibition

Response 4

CELL C: Cross-talk
between two pathways

Un ligando origina
una respuesta pero
ésta es modificada
por otra ruta que se
activo en paralelo

'
&
S

|

Response 5

CELL D: Receptor different
from the ones in cells A-C

Receptores distintos
para un mismo ligando
también generaran

respuestas distintas




Concepto de receptor

Paul Ehrlich (1854-1915).
Nobel Prize in Physiology or Medicine 1908 "in
recognition of his work on immunity*

* “Corpora non agunt nisi fixata” (los farmacos no acttan si no estan unidos)

* Los farmacos acttian por interacciones quimicas con elementos concretos de
las células (receptores farmacologicos).

John Langley (1852-1925).

Describe la accién de “sustancias receptivas” que estan en las
células y son mediadoras de la accién de drogas y farmacos.

Enfocado principalmente a neurotransmisién y sinapsis
neuromuscular.
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Teoria de la ocupacion del receptor (“teoria de Clark”)

Alfred Joseph Clark (1885-1941).

Fue el primero en cuantificar efectos biologicos inducidos por drogas. Con
eso postulé un modelo de interacciéon ligando-receptor.

* La union farmaco-receptor es reversible.
» El efecto de un farmaco es proporcional al nimero de receptores ocupados

» El efecto maximo de un farmaco se alcanza cuando todos los receptores estan ocupados.

Molécula de senalizacion extracelular (Ligando = Agonista = Farmaco = Droga)

Proteina receptora

Extracelular

Membrana plasmatica
Intracelular



Interaccion ligando-receptor: Modelo “llave y cerradura”

TI1Y
_c_ )

Extracelular

Intracelular

4
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Los receptores son altamente especificos

ENDOCRINE SIGNALING

SYNAPTIC SIGNALING

neurons

endocrine
cells

neuro-

hormones transmitter

bloodstream

target cells

Figure 15-5a Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008) Figure 15-5b Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)




Canales ionicos activados por ligandos
e * o * == ions

[} L .
—signal molecule
:l plasma
membrane
=)

— /

Receptores de Membrana

inactive inactive inactive activated
receptor G protein  enzyme receptor and
G protein

Receptores acoplados a proteina G (GPCR)

signal molecule

activated
enzyme
activated G protein

signal molecule\M

in form of a dimer l

inactive catalytic
domain

5
2

Receptores acoplados a actividad enzimatica

- signal molecule

Y A

ST

active catalytic activated
domain associated

enzyme




Segundos mensajeros

!
CELL WALL CYTOPLASM
Reception Signal Response
P transduction P
Receptor Reactions /
producing | 7 Activation

7

0

Hormone or
environmental
stimulus

w dbe i e o

second
messengers

— of cellular

\ responses

\

Plasma membrane

Ejemplos de segundos
mensajeros:

. Nucleédtidos ciclicos
(CAMP, cGMP)

[I. Productos lipidicos
(DAG, lipidos de fosfoinositol)

lll. lones, moléculas pequenas
(Ca?*, NO, Na*, K*)

I\VV. Proteinas modificadas
(fosforilacion, dominios de
interaccion)
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Segundos mensajeros: IP, | DAG — fCa**

@ signal molecule Pl 4,5-bisphosphate
) [P1(4,5)P,]

diacylglycerol

activated GPCR  activated
phospholipase C-

-

TN 7N

)
activated
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Senalizacion por modificaciones quimicas
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P
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Figure 15-18 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)



Una via de senalizacion desde el ligando hasta la transcripcién génica
e ¥ ___‘________‘____________/

activated adenylyl cyclase

activated a

subunit of

stimulatory G plasma
protein (Gs) membrane

signal molecule

Segundo mensajero: AMPc

inactive PKA ~ activated
“‘ PKA
CYTOSOL
NUCLEUS

nuclear pore activated PKA

activated, phosphorylated CREB

/“‘-

CREB-binding [ @O inactive CREB
protein (CBP) ¥ activated target gene
=
==
cyclic AMP response ‘
element (CRE) GENE TRANSCRIPTION

Figure 15-36 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)



Transduccion de sefiales mediada por GPCRs: efectos a
— corto y largo plazo

Short-term — Modificaciones rapidas y

P

T responses transitorias. Ej:
Contraccién / Dilatacion
(células musculares)
Transporte de iones (epitelios)
Cambio de forma / migracién
Agregacion plaquetaria

PKA

(active) > Cellresponse Long-term —> Cambios en la expresién

responses génica: proliferacion,
plasticidad, respuestas
Nature Reviews | Molecular Cell Biology adaptativas
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Receptores Acoplados a Actividad Enzimadtica:

Receptores Tirosina Kinasa

« Son receptores para
factores de crecimiento (EGF,
FGF, etc).

* Al unir al ligando, dimerizan.
Cada subunidad tiene
actividad quinasa, que trans-
fosforila (y por lo tanto,
ACTIVA) a la otra subunidad.

» Esos sitios fosforilados son
puntos de anclaje de otras
proteinas, que también seran
activadas por fosforilacion.

signal molecule

=9

CYTOSOL

tyrosine
kinase
domain

inactive RTKs cross-phosphorylation
by activated kinase domains
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Receptores Acoplados a Actividad Enzimadtica:

Receptores Tirosina Kinasa

EXTRACELLULAR
SPACE

CYTOSOL

« Sitios fosforilados del intracellular
receptor sirven como = signaling proteins
“anclaje” para distintos = bound to
efectores, que se asocian phosphorylated
y continuan |la tyrosines
senalizacion.

ACTIVATED

SIGNALING PROTEINS
RELAY SIGNAL

DOWNSTREAM

Figure 15-54 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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REGF: Receptor del factor de crecimiento epidermal
TGF-a|| EGF || Epiregulin|| B-cellulin || HB-EGF || Amphiregulin
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Complejidad de las vias de transduccion

Vias inducidas por GPCRs que promueven la
proliferacion celular en cdncer

Nature Reviews Cancer (2007) 7, 79-94
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G Entrecruzamiento de vias de senalizacion distintas

signal molecule

/0N T~

G protein G protein —» phospholipase C Grb2 Pl 3-kinase
\ Ras-GEF (Sos)
 J .  J
adenylyl cyclase IP3 diacylglycerol | PI(3,4,5)P3 —
1 Ras
2+ ‘
Y MAP kinase kinase kinase v
cyclic AMP PDK1
calmodulin MAP kinase kinase
A 4 1 A J ‘ A 4
CaM-kinase MAP kinase Akt kinase <—/
gene regulatory proteins many target proteins

Figure 15-66 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)



Remocion de la senal

receptor signal intracellular
protein molecule signaling protein

%=§==t==t=

=

lysosome
RECEPTOR RECEPTOR RECEPTOR INACTIVATION OF
SEQUESTRATION DOWN-REGULATION INACTIVATION SIGNALING PROTEIN

Figure 15-29 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Ademas, existen mecanismos que degradan a las moléculas de senalizacion en el medio

extracelular.
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Mitocondria



Mitocondria

Particulas de ATP-sintasa

Espacio intermembrana

Crestas
Ribosoma

Granulos

Membrana interna
Membrana externa




Origen de la mitocondria

anaerobic early aerobic

pre-eucaryotic cell . eucaryotic cell
internal

membranes
nucleus

— —_—
cell membrane . mitochondria
membrane derived
aerobic procaryotic cell from eucaryotic cell

Una célula eucariota ancestral envolvid la bacteria ancestro de la mitocondria, iniciando una relacién
simbidtica
Figure 12-4b Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Fosforilacion oxidativa

outer mitochondrial membrane

inner mitochondrial membrane

ATP synthase

ruvate fatty acids

pyruvate fatty acids
L ]

FOOD MOLECULES FROM CYTOSOL
Figure 14-10 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Generacion de ATP a
partir de derivados de
glucosa, acidos grasos
o aminoacidos en
presencia de oxigeno
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Mitochondrial reticulum for ce
distribution in muscle

Brian Glancy'*, Lisa M. Hartnell”*, Daniela Malide', Zu-Xi Yu', Christian A.
Sriram Subramaniam? & Robert S. Balaban'

IFM: Intrafibrilar Mitochondria

PVM: Paravascular Mitochondria

IBM: I-band Mitochondria

CFCM: Cross-fibre connection mitochondria

Figure 1| Muscle mitochondria form highly connedted networks. a, 3D
surface rendering of 25.53 X 24.06 X 4.23 pm FIB-SEM volume segmented to
show spatial relationships between mitochondria (green) and other structure:
(nucleus (N), cyan; capillary (V), magenta; red blood cell, red; myofibrils,
grey). b, Removing myofibrils highlights different morphologies within intra-
fibrillar mitochondrial (IFM) network. c-e, Zooming in reveals projections
from paravascular mitochondria (PVM) into I-band mitochondria (IBM) (c),
and numerous interactions between IBM and cross-fibre connection
mitochondria (CFCM) (d) and fibre paralld mitochondria (FPM) (d, e).

Scale bars, 3 um. Representative of eight separate volumes analysed

from four animals.



1,000 B Fixed muscle FIB/SEM
M Live call STED

diameter (nm)

Mitochondrial cross-saction

PVM IBM FPM CFCM
Mitochondrial morphology

Figure 2 | Muscle mitochondrial morphologies. a, 3D rendering of
mitochondria from FIB-SEM volume. Non-white colours indicate individual
mitochondria. Sale bar, 750 nm. b, PVM projecting into IBM. ¢, Mitochon-
drion showing IBM and CFCM. d, Repeating connections between IBM and
FPM. e, Myofibril (grey) and associated mitochondria (green). f, FPM with
IBM and CFCM branches. Dotted lines indicate z-lines. g, Deconvolved super-
resolution image of TMRM-loaded myocyte. LD, lipid droplet. Insets are
magnified 3X from original. h, Mean mitochondrial diameters. Error bars
indicate standard error. Quantification from raw images. Significantly different
from PVM (¥*), IBM (), FPM () (ANOVA, P < 0.05). Images represent
data from: FIB-SEM, 8 fibres, 4 mice; STED, 13 fibres, 3 mice.



We hypothesized that mitochondrial
structure minimizes metabolite
diffusion distances in skeletal muscle.

Here we demonstrate a mitochondrial
reticulum providing a conductive
pathway for energy distribution, in the
form of the proton-motive force,
throughout the mouse skeletal muscle
M Tots cell.

Nec re a4
2 Lross-secion

[0 Longitudinal

Vv

e

Within this reticulum, we find proteins
associated with mitochondrial proton-
motive force production

v dstrbuton of

plax 1V %0 comg

-4
n

26 os . 3 preferentially in the cell periphery and
ﬂ ‘ proteins that use the
0 proton-motive force for ATP production in

the cell interior near
Figure 3 | Capacity for membrane potential conduction. a, 3D rendering of il d
o ) _ : : SRR contractile and transport ATPases.

muscle fibre immunostained for both complex IV and complex V. Confocal
image coloured according to complex I'V/complex V ratio. Relatively higher
complex IV, green pixels; relatively higher complex V, red pixels. Nuclei, blue. 'We propose that membrane potentia]

.G Se ti '[. \"\ . ~ - TYTS — ) .\ : : S ~ 3% . A " N i
b,.c Separation 0 P l.m?und fibre ;\r}phcr} (b) and IF .l(c? within fibre as B I A e e e
used for calculations. d, PVM have relatively greater capacity for membrane ; )
potential generation while IFM have greater capacity for membrane potential is the dominant pathway for skeletal muscle
utilization. Images are representative of data from 12 fibres, 5 mice. Error bars energy distribution.
indicate standard error. Asterisk indicates significantly different from PVM
(paired t-test, P < 0.05). Scale bars, 15 pm.
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Se localizan en regiones en que los requerimientos

energéticos son altos

mitochondria

- flagellar axoneme

myofibril of contractile apparatus

A s —— —~

(A) CARDIAC MUSCLE (B) SPERM TAIL

Figure 14-6 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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DNA mitocondr..ial |

Cromosoma mitocondrial: bicaternario, circular (2-10 copias / mitocondria).
Posee 37 genes que codifican para 13 proteinas, 2 RNAr y 22 RNAt.

Ambiente altamente oxidativo.

No esta protegido por histonas.

No tiene sistemas de reparacion que posee DNA genomico (10 veces mas
probabilidades de sufrir mutaciones que DNA genémico.



Red Mitocondrial Neuronal

San Martin et al., 2104
Frontiers in Molecular Neurosciences
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San Martin et al., 2104
Frontiers in Molecular Neurosciences



Mito-Pericam Fluorescence

F/Fo

;Red y funcion mitocondrial?
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- Fe-NTA. Non-fragmented Mitochondria * Fe-NTA. Fragmented Mitochondria

The uptake of calcium released by RyR does not occur in fragmented
mitochondria, which take up Ca?* after ionomycin treatment.

San Martin et al., 2104
Frontiers in Molecular Neurosciences



ER

Gleishmann and Mattson, 2011
Antiox. & Redox Sig.

Figure 1. Mechansims of mitochondrial Ca** influx and efflux. Ca®* enters the mitochondrial
through the Ca** uniporter (CaUP). Close apposition of ER Ca** release channels and Ca*™*
uniporter are likely to result in enhanced mitochondrial Ca** uptake. Inside the mitochondrial
matrix Ca** can increase the activity of dehydrogenases of the tricarboxic acid cycle (TCA),
leading to enhanced feeding of the electron transport chain (ETC) and increased transfer of
protons to the intermembrane space. Mitochondrial Ca** also activates the FIFO ATPase to
produce more ATP. Ca** is extruded from the mitochondrial matrix through a sodium-dependent
mechanism (sodium calcium exchanger, NCX) and a membrane potential-dependent mechanism
(calcium proton exchanger, CHX) as well as the permeability transition pore (mPTP). Note that
the molecular identities of CaUP, mitochondrial NCX and CHX are unclear.



e

= M T e _J___../
Mitocondria y homeostasis intracelular de Ca*>

mRNA

\
PROTEIN

Paula-Lima et al., 2014
Antiox. & Redox. Sig.



Acoplamiento local de la mitocondria con el reticulo
endopldasmico
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Reticulo Endopldsmico



Posible via de evolucion del nucleo y reticulo
endoplasmico

nuclear j,per nuclear membrane

pore |
complex outer nuclear membrane
L nucleus
Bacterial single
DNA endoplasmic
reticulum
» #
membrane-
bound -
ribosomes cytoso
ancient ancient
procaryotic cell eucaryotic cell

Figure 12-4a Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Reticulo endopldsmico

outer
nuclear
nuclear . membrane inner nuclear membrane
envelope | INNer outer nuclear
nuclear nucleus membrane ER membrane

ER membrane

membrane

nuclear
lamina

L |

L J 10 pm
space 200 nm

perinuclear

nuclear pores
Figure 12-34b Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

e e e

Responsible for:

v' the lipid and sterol synthesis

v' the synthesis and post-translational modification of most
secretory and membrane proteins

v’ the regulation of Ca?>* levels and arachidonic acid release.



Reticulo endopldsmica en dendritas y axon

A schematic neuron with multiple
dendrites and one axon. Schematic magnification of the dendritic box showing a

3D reconstruction of the SER network
(a)

(b)

flat regions

dendrite
Three-way
junction
® & *tubules Spine
axon m "' apparatus

(Ramirez & Couve, 2011)

» Structurally the ER is a network that is present throughout the cytoplasm, and consists of cisternae, flattened
sheets, and 60-100 nm diameter tubules that form irregular polygons with a common luminal space connected
via three-way junctions (Borgese et al., 2006).



REL X RER

rough ER smooth ER

ER lumen

Figure 12-36¢ Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

Reticulo Endoplasmico Liso (REL
o SER): Presenta cisternas tubulares
y son muy abundantes en células que
sintetizan hormonas esteroidales.
También son abundantes en células
que demandan alta sefializacién por
Caz2+ como las células del musculo
esquelético y las neuronas.

Reticulo endoplasmico rugoso
(RER): Presenta cisternas aplanadas.
Posee ribosomos unidos a su cara
citosolica y, por lo tanto, es muy
abundante en células que sintetizan
grandes cantidades de proteinas
como las células secretoras.



X

e

Funciones del REL

ER membrane

o

200 nm

Sintesis de acidos grasos y fosfolipidos (triglicéridos, fosfoglicéridos, ceramidas y
esteroides.

Sintesis de enzimas que detoxifican compuestos hidrofébicos, como pesticidas 'y
agentes cancerigenos, convertiéndolos en productos conjugados hidrosolubles
excretables.

Participan en la degradacion del glucégeno en hepatocitos

Reservorio de Ca2+ intracelular. Abundante en células excitables como musculo

esquelético y neuronas. _ , ,
Figure 12-36b Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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Funciones del RER
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v Sintesis y almacenamiento de proteinas de la ruta exocitica (proteinas de la membrana
plasmatica y de organelos, y casi todas las proteinas secretadas por la célula. Abundante en
células secretoras (como linfocitos y células acinares pancreaticas).

v" Realiza modificaciones post-traducionales: inicio de la glicosilacion; plegamiento de
proteinas multiméricas por creacion de puentes disulfuro.

v' Realiza el control de calidad del plegamiento proteico: reconocimiento y envio a
degradacion de proteinas mal-plegadas.
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Funczones del RER

v' Sintesis y almacenamiento de proteinas de la ruta exocitica (proteinas de la membrana
plasmatica y de organelos, y casi todas las proteinas secretadas por la célula. Abundante en
células secretoras (como linfocitos y células acinares pancreaticas).

v Realiza modificaciones post-traducionales: inicio de la glicosilaciéon; plegamiento de
proteinas multiméricas por creacion de puentes disulfuro.

v" Realiza el control de calidad del plegamiento proteico: reconocimiento y envio a
degradacion de proteinas mal-plegadas.



Obtencion de microsomas

rough ER O O G 0
01O
G50
O {.} O smooth microsomes
{} centri- |O ) have a Io.w den.sity and
homogemzatlon fugation | ~ QO | stop sedimenting and
{}{} MY — 5 OOO float at low sucrose

concentration

O- smooth {} ) {}

£y
(3
S,

rough microsomes

rough and G { ¥ | have a high density and
smooth {:} {:}{) stop sedimenting and
microsomes float at high sucrose
concentration
tube with gradient of

increasing sucrose concentration

Figure 12-37b Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



REL y seriales de Ca*?



Las espinas dendriticas en las neuronas que contienen reticulo
endopldsmico presentan eventos de liberacion de

Ca?* de mayor amplitud

(d) .
20
ER+ ER- I
'ﬂ Z
2
8 10
i
5pA | S
25 ms
0
ER+ ER-
TRENDS in Cell Biology

Figure 3. Plasticity and the ER in spines. Dendritic spines that contain ER have larger amplitude Ca®*-release events. (a) Two-photon image of a CA1 pyramidal neuron
transfected with cytoplasmic red fluorescent protein (RFP, red) and ER-targeted enhanced green fluorescent protein (EGFP, green). The white box indicates the region of
analyzed dendrites (scale bar, 50 .m). Overlay of red and green uorescence generates yellow coloration. (b) Dendrite with one large ER-containing spine (arrow); scale bar,
1 um. (c) Mean excitatory postsynaptic current (EPSC) magnitudes for ER-containing versus other spines; the colored regions represent the standard error of the mean
(SEM). (d) Peak EPSC amplitudes were significantly larger in ER-positive spines compared to ER-negative spines. Values in (d) represent means + SEM. Figure adapted with

permission from [104].

(Ramirez & Couve, 2011)



Homeostasis intracelular de Ca*?
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Paula-Lima et al., 2014
Antiox. & Redox. Sig.



Senal de Ca*? inducida por Tapsigargina e ionomycina en
medio libre de Ca?"

Fluo 4: Citoplasmic Ca?*

2mM Ca+2 Sin Ca+2 (EGTA y BAPTA) 10mM Ca+2
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Calcium Indicator (AM Ester) Specifications:

« Label (EXEm of Ca?*~bound form): Fluo-4 (494/506 nm)

* Fluorescence intensity increase upon binding Ca?*: >100 fold

« Kd for Ca?* in buffer: ~335 nM

« Exhibit fluorescence increase upon binding Ca2* with little shift in wavelength

Adasme et al., submitted



Senal de Ca*? inducida por Tapsigargina e ionomycina en
medio libre de Ca?*

[ Toost Phaash 2 - Al

Fluo 5N : Ca** in hotspots, including ER

RETICULO

« Label (EXEm of Ca?*-bound form): Fluo-5N (494/516 nm)
* Fluorescence intensity increase upon binding Ca?*: >100 fold
« Kd for Ca2* in buffer: ~90 uM

« Exhibit fluorescence increase upon binding Ca?* with little

Adasme et al., submitted



La continuidad del REL es importante para la propagacion
de senales de Ca*" a través de largas distancias y para el
transporte de lipidos y proteinas

A model of Caz* tunnels in neurons

Neuronal Ca™ tunnels

e te

Continuous ER lumen allows Ca** movements
between neuronal compartments, which could be
important for internal reloading of locally
activated Ca?* release and for long-range Ca?*
transport from the sites of entry located in distal
dendrites towards the soma and axon.

Petersen, O.H. and Verkhratsky, A., 2007) Cell
Calcium 42, 373-378
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