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Transporte desde la membrana Plasmatica via Endosomas:
Endocitosis
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ENDOCITOSIS: Proceso mediante el cual las células incorporan macromoléculas,
sustancias particuladas e incluso otras células mediante un recubrimiento progresivo
con una fraccién de la membrana plasmatica. Este recubrimiento da origen a una
vesicula endocitica.

Pinocitosis: fluidos y solutos pequefios (<150 nm diametro)
Fagocitosis: grandes particulas como microorganismos (>250 nm diametro)
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Fagocitosis:

* Mecanismo de ENDOCITOSIS activa que utiliza la formacion de
pseudopodos para la formacion de una gran vesicula endocitica: el
Fagosoma
*El diametro del fagosoma esta determinado por la particula que ingresa.
» Realizado por células de vida libre (protozoos) o células fagocitadoras
profesionales (macréfagos y neutroéfilos)

Figure 13-46 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 20&) “’m

Table 23-1 Blood Cells
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Red blood cells
“  (erythrocytes)
White blood cells
2 (leucocytes)
Granulocytes
Neutrophils
(polymorphonuclear
leucocytes)

7 k “ Eosinophils

Basophils

Monocytes

neutrophi

platelet ’-ysmp::ocytes
cells
lymphocyte T cells
I

eosinophil
monocyte

20 pm Natural killer (NK) cells

Platelets
red blood cell (cell fragments arising

from megakaryocytes
in bone marrow)

transport 0, and CO,

phagocytose and destroy invading
bacteria

d dul

y larger p ites and
lergic infl R
release histamine (and in some species

serotonin) in certain immune reactions
become tissue macrophages, which
phagocytose and digest invading
microorganisms and foreign bodies as
well as damaged senescent cells

make antibodies

kill virus-infected cells and regul:
activities of other leucocytes

kill virus-infected cells and some
tumor cells

initiate blood clotting
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Humans contain about 5 liters of blood, accounting for 7% of body weight. Red blood
cells constitute about 45% of this volume and white blood cells about 1%, the rest being

the liquid blood plasma.

Figure 23-37e Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)




ACTIVATED T CELLS MIGRATE TO
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e[ a fagocitosis depende de la union a la superficie de la célula fagocitadora. Existen
multiples receptores en su membrana:
eEjemplo: Receptores de fragmento Fc de inmunoglobulinas activan RHO-
GTPasa, que activan PI kinasas promoviendo la polimerizacién de actina en
la membrana en resp a aumento de PIP2. El paso de PIP2 a PIP3 por PI 3-K

permite se polimerizar la actina de la base
Figure 25-24a Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)




Endocitosis

e Pinocitosis constitutiva

—Proceso constitutivo, en algunas células
(macrofagos) constituye un recambio del 3% de la
membrana por minuto.

—Se origina de regiones denominadas “clatrin coated
pits”’, que dan origen a vesiculas recubiertas de
clatrina y en caveolas regiones de membrana con
una composicion lipidica diferente dada por
Caveolina (proteina especifica de caveolas)

Figure 13-49 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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Primary structure and topology of Cav-1. (a) Two caveolin-1 mononiets are shown forming a

dimer for simplicity, but about 14-16 monomers normally self-associate to form a single caveolin
homo-oligomer (the caveolar assembly unit, akin to the clathrin triskelion). Note both amino- and
carboxy-terminal domains orient towards cytosolic face of plasma membrane, with a hairpin loop
structure inserted within the membrane bilayer. Williams and Lisanti Genome Biology 2004 5:214
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densidad (LDL). Cada particula
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500 000 daltons, que organiza la
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Receptores de Transferrina (rojo) y de
Opiodes (verde) a 30 minutos de ser

estimulados.

Los endosomas tempranos atin contienen
ambos receptores (amarillo).

-

-

Los endosomas tardios solo aquellos a
ser degradados (Receptores de Opiodes)

L %
1
1
1
1
1
1
1
1

early recycling
endosome , endosome

Los endosomas de reciclaje contienen
late solo receptores de transferrina
endosome

(Por qué esta diferencia?

10 pm

Figure 13-54 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

Dos de los multiples mecanismos para detener una sefial

receptor signal
protein molecule

L3

endosome =
lysosome
RECEPTOR RECEPTOR
SEQUESTRATION DOWN-REGULATION

Figure 15-29 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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ADN (Nucleo) en azul (Hoechst). Mitocondrias en verde (MitoTracker)

L I S O S O m a S y Va C u O I a S Lisosomas, en rojo (LysoTracker).

Organelos con una sola

membrana y con forma

heterogénea

Son el principal sistema de

degradacion de las células de:

— Nutrientes incorporados por
endocitosis

— Componentes celulares para ser
reciclados

« pH acido generado mediante bomba de protones homodloga a FyF;.

» 40 enzimas Hidrolasas: Hidrolasas acidas (proteasas, lipasas, nucleasas,
glicosidasas y sulfatasas)

» La actividad de estas enzimas a pH 7.2 es limitado. ¢ Sistema de seguridad?
* Formadas a partir de la maduracion del endosoma tardio
* Proteinas residentes tienen sefial de destinamiento dependiente de glicosilacion.




Destinacion de proteinas a lisosomas
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Golgi apparatus

Las proteinas con el marcador manosa 6-fosfato (M6P) son reconocidas por proteinas
receptoras presentes en las membranas de la red trans Golgi y transportadas a lisosomas
via endosomas tardios, en vesiculas de transporte recubiertas de la proteina clatrina.

Las proteinas receptor M6P se unen a las proteinas (hidrolasas) lisosomales en el lado luminal de la
membrana y a adaptinas de cubiertas de clatrina en formacion por el lado citosélico.
Esto ayuda a almacenar las hidrolasas en vesiculas de clatrina que yeman de la red trans Golgi.

Modificacidn de proteinas destinadas a lisosomas

Las proteinas destinadas a lisosomas son reconocidas y modificadas por la adicion al
oligosacarido de grupos fosfato en la posicion C6 de residuos manosa.

Primero se adiciona N-acetilglucosamina fosfato a residuos manosa en el Golgi cis.
La enzima reconoce determinantes estructurales presentes en esas proteinas (i.e. hidrolasas
lisosomales) no presentes en las proteinas secretadas o en las destinadas a membrana.

Los grupos N-acetilglucosamina son luego removidos, dejando grupos manosa-6-fosfato (M6P) en el
oligosacarido. Esta modificacion impide la remocion de estos residuos durante el procesamiento
posterior.
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° @ [
/ :
| H
Q Q ' :
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Cooper, 2000




022a0.5um Anatomy of the Lysosome
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Maduracion

Vacuolas

» Lisosomas multifuncionales

* Por convencién, la membrana se
denomina tonoplasto.

* Mantienen presion de turgor contra
la pared celular. Pueden llegar a
representar el 95% del volumen
celular.

ity

i
=
o

g5
« Almacenaje de H,0 y diversos ’g’i
quimicos. Puede almacenar ,
desechos insolubles. Sroptesm /|
» Las células vegetales utilizan la o el /
presion de turgor para crecer: vacuole
— Reblandecimiento localizado de la . é]
pared celular inducido por i V .

hormonas, .

— Expansion de la vacuola ll_. &G o Qﬁ
— Compresion del citoplasma. U




Vacuolas: regulacion del turgor
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Transporte desde el Trans Golgi hacia la
Superficie Celular: Exocitosis
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Ruta de Secrecién Constitutiva: vesiculas con flujo constante. La membrana plasmatica
obtiene asi sus proteinas y lipidos. Las proteinas solubles son destinadas a la matriz
extracelular (proteoglicanes y glicoproteinas).

Ruta de Secrecion Regulada: Las proteinas se almacenan en vesiculas de secrecion las
que se liberan cuando son necesarias. Ejemplo: neurotransmisores, hormonas.

Transporte desde el aparato de Golgi

La proteinas que salen por la red Golgi trans
! ( en vesiculas de transporte son destinadas a
< g la superficie celular u a otro compartimiento.

En ausencia de sefales especificas de
¢ destinacion, las proteinas son llevadas a

@ la MP por secrecion constitutiva
\ (incorporacién de proteinas y
\—}/[M,m,, fosfolipidos a las membranas).
secrelion
—ton Alternativamente, las proteinas pueden
9

desviarse de la via de secrecion constitutiva
~ 0 y ser destinadas a otros organelos

| ‘6 T © (lisosomas) y en ciertas células a una
> e secrecion regulada (i.e. hormonas, enzimas,

/_/{/ etc.).
) g4

Cooper, 2000




Ruta por defecto no regulada.

newly synthesized
soluble proteins
for constitutive
secretion

CYTOSOL
newly synthesized plasma
membrane lipids
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Liberacion del producto por Exocitosis.
Por senal, ejemplo, los neurotransmisores se liberan por un
cambio en el potencial de accion (estimulo eléctrico).

Entra calcio a la célula y la vesicula se fusiona con la M.P.

Endocitosis existe a la par de la Exocitosis
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Golgi trans Golgi immature mature
network secretory vesicle secretory L
vesicle . r—
trans Golgi network mature secretory
; vesicle
CARGO CONCENTRATION

1. Si bien no existe seguridad sobre las sefiales que indican que una proteina debe ser
empaquetada en un granulo de secrecion, al expresar una proteina secretada en
células que normalmente no la expresan, esta serd destinada y empaquetada
correctamente.

2. Las proteinas que serdn secretadas son empaquetadas, es decir, concentradas casi
400 veces en los granulos de secrecién. Esto probablemente ocurre mediante la
formacidn de granulos inmaduros, los cuales se fusionan y que van perdiendo las
proteinas transportadoras que les dieron origen. Ojo, ACIDIFICACION del
contenido por Bombas

Figure 13-65a Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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Figure 23-11 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)




Condensed mucin granule Antes de la secrecién, Las
Mucinas se encuentran

ti .
Ca*~ Ca* gal'qn condensadas en granulos de
Intracellular shielding .z . .
secresion gracias a la alta
concentracion de Ca2+y
Extracellular ~ HCOy" - HCOy H+.

Estos cationes neutralizan las
cargas repulsivas de los
residuos cargados
negativamente en las cadenas
de glicoproteinas.

O-glycans

Cys rich
Cysrich VNTR
A simplified model of a large secreted mucin
Essentials of Glycobiology
Second Edition
Condensed mucin granule
2 Cation
Ca** att . .
Intracellular shielding L
Al momento de secrecidn, se
] ] diluye la concentracién de
Extracellular HCO; HCO, ; d
aniones y son captados por
o+ HCO; Ca*+ HCOy el bicarbonato (HCO3-)
H,CO, CaHCO,*+CaCO, | presente en el medio

extracelular. Esto permite
que las fuerzas
electroestaticas de los sitios
aniéncos internos generen
un desenrrollamiento de las
proteinas, permitiendo la
hidratacion y expansion de
cada mucina. Asf se genera
la red protéica conforma el
mucus normal.

Electrostatic repulsion

W] Ne
J | \

oL L)
\ ‘ M HJM\\

— Cys ric INTR

A simplified model of a large secreted mucin

Essentials of Glycobiology
Second Edition




Hipdtesis: La Fibrocis Quisitica se origina por la falla en la
secrecion de HCO3- a la zona luminal de la secrecion.
Garcia, Yang y Quinton. UCSD 1J. Clin. Invest. 119(9): 2613-2622 (2009).
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Otros eventos que ocurren en los granulos de secrecion:
Procesamiento de precursores

pro-opiomelanocortin

——. ... COOH

H>N
/ |
signal
pepss = .. -

corticotropin B-lipotropin
‘ (ACTH) / l \
B —

a-MSH v-lipotropin B-MSH B-endorphin

Figure 13-67 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

Fusion a la membrana

 Una vez formadas las vesiculas de
secrecion:

—Migran hasta el punto de secrecion vy:

* Se fusionan con la membrana (secrecion
constitutiva).

* Esperan una seial
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vesicle

plasmalemma

Littleton et al (2001) Synaptotagmin mutants reveal essential functions for the C2B domain in Ca2+-triggered
fusion and recycling of synaptic vesicles in vivo. J. Neurosci. 21, 1421-143.
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Sintesis de proteinas enla célula,,....... //
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Analizaremos solo en la sintesis y modificaciones
. de las proteinas de la llamada ruta secretora
Plasma Lysasame
membraneg
SECRETORY PATHWAY Lodish et al, 2004
. Anatomy of the Peroxisome
Peroxisomas o

-Vida media:, 1 dia

Lipid
. o . Bil
-Posiblemente su funcién primordial fue la e
defensa contra el oxigeno. Figure 1 LN Ons

Crystalline
Core

-Sus proteinas son traducidas en en citoplasma
y luego son dirigidas al organelo mediante seiiales
carboxilo-terminales de su secuencia.

-PTS1, seial de proteinas de matriz peroxisomal
(Ser-Lys-Leu) que es reconocida por receptores
solubles que dirigen la proteina al peroxisoma.

- Las proteinas de membrana poseen otras sefales y
algunas provienen del reticulo endoplasmico.
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Peroxisomal Peroxisomal . , Q
membrane ghost PTS1-bearing Mature peroxisome 8 @
proteins matrix protein Q 2 6 :
& O Q
Pex19 O Q 0 W
go s R Q
Pex3 0 [ G 2 i m
i )
Pex16 O 0 ot
8 Qo ’o
0 h Q O 6 o' .
PTS2-bearing _. i
matrix protein 0 i
PMP70 Catalase

Biogénesis Peroxisomal

Pex5 receptor

5‘0““3“ membrang s

o A b LA
; ¥

Pl oR L aa
somal- . ¢

Peroxisomal
matrix protein

-Las proteinas integrales de membrana PEX10/12/2
forma un sistema de canal y receptor




Funciones Peroxisomales

*50 Enzimas diferentes
*Metabolismo Lipidico:

*[3-oxidacién de acidos grasos de Cadena

muy larga

Very Long Chain Fatty Acids (VLCFA)
Corresponde a una importante fuente de

energia celular
*Formacién y ruptura de Perdxido de Hidrogeno
catalasa
*Biosintesis Lipidica (colesterol y
plasmalégenos)

*Sintesis de aminas y de acidos biliares
*Catabolismo de Purinas (urato oxidasa)

(8] O
i i
R=CH,=CH,=C=5=CoA + O, — R=CH=CH—C—5—CoA + ]

v Catalase
EH—— 21,0 + O
or

Catalase

Bl + Ay, ——— 21,0 + A

peroxisome

specific proteins
that catalyze Lo
protein import . <

5 e o

Peroxisomas

GROWTH BY
UPTAKE OF

Son pequefios organelos que contienen enzimas I
involucradas en una diversidad de reacciones cwrosor oM
metabdlicas, incluyendo varios aspectos del i
metabolismo energético. T O
Carecen de DNA y sus proteinas son codificadas por i '

genes nucleares. Se replican por division. A‘ss“"

daughter peroxisomes

TP L
g5 ¥ TR =
ATk .’?~(\§‘

3 \" ok

g

Contienen enzimas que oxidan varios sustratos
organicos, generando perdxido de hidrégeno (H,0,).

La oxidacion de los acido grasos en peroxisomas
produce grupos acetilo (CH3-CO-), usados en
reacciones biosintéticas, pero no ATP.

Junto a las mitocondrias, son los principales sitios de
utilizacion de oxigeno.

Una hipétesis es que los peroxisomas son un vestigio
de un antiguo organelo que llevaba a cabo todo el
metabolismo de oxigeno en células eucaridticas
ancestrales.

200 nm

Las inclusiones paracristalinas electro-densas
estan compuestas de la enzima urato oxidasa.




Microfotografias de dos tipos de peroxisomas encontrados en células vegetales

vacuole

peroxisome

mitochondrion

1pm

1pm

A) Peroxisoma con un nucleo de estructura paracristalina en células de hoja de

tabaco

B) Peroxisomas (glioxisomas) en células almacenadoras de grasa en cotiledones

de tomate .

Peroxisomas

En los peroxisomas, varios sustratos son
degradados en las reacciones oxidativas,
incluyendo aminoacidos y acidos grasos. La
oxidacién de éstos ultimos es
particularmente importante ya que
constituye la principal fuente de energia
metabodlica.

En las células animales, los acidos grasos
son oxidados en los peroxisomas y
mitocondrias, pero en levaduras y plantas
su  oxidacion estd restringida a los
peroxisomas.

Los acidos grasos con mas de 12 atomos
de carbono se degradan en una serie de
reacciones similares a las que ocurren en
mitocondrias.

i
(—> R—CH,—CH,—CH,—C—SCoA
Fatty acyl CoA

Oxidase
FADH, 0,
o]

|
R—CH,—CH=CH—C—SCoA

H,0
Hydratase

7
R—CH,—(I:H—CH,—c—scOA
OH

Dehydrogenase

NAD* ('YH,"O?
NADH + H* 0,
i
R—CHz—(HD—CHz—C—SCoA

Acil CoA acortado en dos atomos
de carbono




Peroxisomas

Durante la oxidacion de los acidos grasos en los peroxisomas, los electrones
transferidos a FAD y NAD* durante las reacciones de oxidacion son posteriormente
transferidos al O,, formando H,0,.

El agua oxigenada es una sustancia tdxica para la célula (genera radicales libres,
compuestos con electrones desapareados) que es convertida en agua y oxigeno por
una catalasa, enzima presente en grandes cantidades en este organelo. Esta enzima
cataliza la descomposicién del H,0, en H,0y O,.

catalasa

2 H,0, 2 H,0 + 0,

En contraste con las mitocondrias, donde la oxidacion de los acidos grasos esta
acoplada a la formacién de ATP, en los peroxisomas la energia liberada es convertida
en calor.

Peroxisomas

Ademds de proporcionar un compartimiento
para las reacciones de oxidacion, los
peroxisomas estan, involucrados en la
biosintesis de lipidos.

Cholesterol

En células animales, el colesterol es
sintetizado en estos organelos asi como en el
RE.

En el higado los peroxisomas participan en la
sintesis de acidos biliares que derivan del
colesterol.

En plantas los peroxisomas juegan dos
papeles importantes :

En semillas participan en la conversién de deocholte Turocholae
acidos grasos almacenados a hidratos de

carbono, que es critica para la germinacion de

la planta.

En las hojas metabolizan glicolato (CH,OH-
COO"), un producto lateral formado durante en
ciclo de Calvin en la fotosintesis.




Enfermedades Peroxisomales

Falla en la formacion del Peroxisoma

Falla en una o mas de las proteinas que incorporan
proteinas al Iimen o la la membrana peroxisomal

eEspectro Zellweger:
Sindrome Zellweyer: sin peroxisomas

eAdrenoleucodistrofia infantil
e Refsum's infantil

«Condrodisplasia punctata rizomélica: dafios a la
epifisis de los huesos.

Fallas en la B-oxidacion

eAdrenoleucodistrofia: Aparece entre los 5 y los 7
afos. Desmielinizacién asociada con insuficiencia
adrenal. Falla en la proteina de transporte de tipo
ABC que lleva a una falla en el procesamiento de los
acidos grasos de cadena muy larga.
eAdrenomieloneuropatia: Aparece a los 27 afos
(media), de mecanismos similar a la
adrenoleucodistrofia, el dafo ocurre ppalmente en la
médula espina y lleva a paraplejia.

sEnfermedad de Refsum's de Adultos: elevadas
concentraciones de acido fitanico, producto metilado
de la clorofila. Comienza como ceguera nocturna y
avanza a retinosis pigmentaria atipica y posteriores
dafios al SNC. Dieta libre de Clorofila libera de la
enfermedad

Ribosomes
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Lodish et al, 2004

Sintesis de proteinas en la célula

Transporte hacia la Matriz
Mitocondrial:

*Hay un péptido senal de entre 20 a
80 residuos de aminoacidos en el
extremo amino terminal (con carga +y
apolares) ->hélice anfifilica.

*Las proteinas cruzan ambas
membranas mitocondriales a la vez (a
través de proteinas transportadoras,
o complejos proteicos, se le
denomina también “lugar de
contacto”).

*Cuando se ha producido la
importacién el péptido sefial es
degradado en la matriz (por enzimas
conocidas como peptidasas).




Transporte de Proteinas hasta la Matriz de la Mitocondria

INSERCION EN LA MEMBRANA,
IMPULSADA POR EL GRADIENTE

ELECTROQUIMICO membrana mitocondrial externa
/

precursor de la
proteina
péptido senal

membrana mitocondrial interna CITOSOL

ROTURA MEDIANTE MATRIZ

UNA PEPTIDASA

RECONOCIMIENTO

/
/
lugar de
contacto entre\‘

proteina receptora DE SENAL ;
las membranas -
LA TRANSLOCACION proteina mitocondrial &

A LA MATRIZ /\ madura

REQUIERE ATP /
péptido senal

-Canal de Traslocacion eliminado

Figura 12-23 Importacién de

pr porla dria. El
péptido sefial amino terminal del
precursor proteico es reconocido por
receptores que al parecer existen en la
membrana externa de la mitocondria.
Se cree que la proteina es translocada
a través de ambas membranas
mitocondriales, a través de lugares
especiales de contacto o muy cerca de
ellos. Este transporte estd impulsado
inicialmente por el gradiente
electroquimico existente a través de la
membrana interna, y después por la
hidrélisis de ATP. En la matriz
mitocondrial, el péptido sefial es
eliminado por una peptidasa de sefial,
formandose la proteina madura. El
péptido senal libre es rdpidamente
degradado.

El transporte requiere ATP y un gradiente electroquimico de la membrana interna.

Chaperonas: proteinas que ayudan al cruce de la proteina en su estado

desplegado y ayudan a su posterior plegamiento.

Chaperonas hsp70 se requieren para Translocacién a Matriz

hsp70
—~ citosdlica CITOSOL

[ADP]+p;

espacio
intermembrana

.rnembrana mitocondrial P
interna
//

hsp70 mitocondrial

MATRIZ

Hsp60 mitocondrial = facilita el plegamiento

Las proteinas cruzan en estado desplegado.

membrana mitocondrial
externa




Transporte hacia el Espacio Intermembrana (ElI) o hacia la
Membrana Interna (Ml).

El traslocador reconoce una sefal hidrofdbica e impide que la
proteina viaje hasta la matriz (sefial de detenciéon de la

transferencia).
Los traslocadores se desacoplan y la proteina queda en el El.

rotura por proteina del espacio
proteasa intermembrana

proteina de la
membrana interna

TR o,
lugar de
rotura / /

o péptido de paro

MATRIZ ggz:ldo de la transferencia

(€ (B)

a El a Ml

La sefial hidrofébica hace que la proteina se
inserte en la membrana.

Transporte a luz del Tilacoide (Cloroplasto)

Se requieren dos sefales

péptido senal CITOSOL

de cloroplasto
)
LIMINACION DEL ESTRQM

péptido senal
de tilacoide /
\ PEPTIDO SENAL DE CLOROPLASTO

—
TRANSLOCACION T‘
P

AL ESTROMA
DEPENDIENTE DE ATP

i

proteina
precursora
de tilacoide

péptido senal de
ilacoide, accesible

receptor cuya
existencia se
propone  /
membrana
externa

membrana AL ESPA
interna TILACE

membrana
del tilacoide proteina madura en el
espacio del tilacoide

1° Sefal contiene Ser y Thr, ademas de aa hidrofébicos y se halla en el extremo

N terminal.
2° Sefial tilacoidal hidrofébica.

Transporte hacia Cloroplastos

Semejanzas con Transporte a Mitocondrias:

1. Es post-traduccional 2. Requieren energia 3. Requieren sefales hidrofébicas en su extremo
amino terminal que luego seran eliminadas.

Diferencia:
En los cloroplastos no se usa la energia del gradiente electroquimico para el transporte.

Se requiere ATP y GTP
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