REGULACAO
DO CICLO CELULAR
DOSEUCARIOTOS

Célulade rim de rato em metafase. Cromossomos
condensandos (azul), microtubul os (vermelho) e uma
proteina do envel ope nuclear — POM 121 (verde).

Burke & Elenberger — Nature Rev. Mol.Cell.Biol. 3:487,
2002



As células se reproduzem pela duplicacédo de seus conteudos e, entao,
dividem-se em duas. Este ciclo de divisao celular € a maneira fundamental

pela qual todos os seres vivos séo reproduzidos
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Mitose € o0 processo mais visivel do ciclo celular embora
seja a etapa mais curta.

Intérfase . etapa de preparacao para a mitose

-Interfase: duplicagcao do DNA e dos centriolos
-Fase M: segregacao dos cromossomos e divisao celular



DURACAO DO CICLO CELULAR

CELULAS MAMIFEROS - 24 HORAS

CELULAS LEVEDURAS - 2 HORAS



Duracao do Ciclo Celular

Fase G, curta Fase G, longa

intestino foliculo midcito neuronio
piloso

Divisao celular rapida Divisao celular lenta



Fatores estimulantes

PROTEINAS SINALIZADORAS
O PDGF (Platelet-derived growth factor)

©® EGF (epidermal growth factor




Proteinas regulam o Ciclo Celular

-0 sistema de controle
do ciclo celular
compreende um
conjunto distinto de
proteinas

-checkpoints:

pontos de parada no
gual o ciclo celular
pode ser interrompido

-participacao de sinais
extra e intracelulares



Fases regulatorias - G1 e G2

M
(mitosis)

Fase G,
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Fases mecanicas - S e M
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TEMPO REGULADOQO. Cada evento acontece a uma etapa especifica,
providenciando um tempo fixo para completar cada evento.

START. Um mecanismo parainiciar eventos na ordem correta, por
exemplo entradaem MITOSE, deve sempre vir depois da replicacéo do
DNA.

Um mecanismo que assegure gque cada evento aconteca uma Unica vez por
ciclo.

SISTEMAS BINARIOS (ligado/desligado) que dipare eventos de forma
gue eles sgjam completos e irreversivels. Seria claramente desastroso se
eventos como condensacao dos cromossomaos ou quebra do envel ope
nuclear fossem iniciados mas ndo compl etados.

ROBUSTO. Mecanismos para assegurar que o ciclo possa trabal har
apropriadamente mesmo que partes do sistema nao estejam funcionando
bem.

ADAPTABILIDADE ta que o comportamento do sistema possa ser
modificado para tipos especificos de células ou condi¢des ambientais




Proteinas regulam o Ciclo Celular

-fator de crescimento
PDGF
EGF

Ciclinas-Cdks

Rb (Retinoblastoma)
pPS3

-checkpoints:

pontos de parada no
gual o ciclo celular
pode ser interrompido

-participacao de sinais
extra e intracelulares



CICLINAS- Cdks

(':,<¢_|in level
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Aclmulo e degradacédo das ciclinas em embrido de ourico do mar.

As ciclinas foram identificadas como proteinas que acumulam nainterfase e sdo rgpidamente
degradadas ao final da mitose.

O coracdo do sistema de controle do ciclo celular € umafamilia
de proteina quinases conhecidas como quinases dependentes de
ciclinas (Cdks).

v \ As quinases somente sjo ativas quando ligadas a ciclinas.
oS A atividade dessas quinases aumentam e diminuem conforme o
[ ciclo celular progride . As ocilagbes sao diretamente ligadas a
\yeinB mudangcas ciclicas na fosforilagdo de proteinas intracel ulares que

N iniciam ou regulam os maiores eventos da divisao celular.

- Replicagdo do DNA
- Mitose

- Citocinese



Proteinas quinases dependentes de ciclinas determinam a progressao do ciclo
celular

+ADP

Ciclinas mitéticas (G2 e M)
Ciclinas G1 (G1e S)

A degradacéo das ciclinas determina a inativag&do das Cdks.



Mitosis entry

Cdk1-cyclin B
Cdk1/2-cyclin A

-~ Go

-~
) Re-START cell cycle
P 7 Cdkd4/6-cyclin D

/ 4
Initiate DNA synthesis
Cdk2-cyclin E
Cdk2-cyclin A
DNA synthesis

Combinacéao de ciclinas e proteinas quinases (Cdk) controlam a
passagem através de fases distintas do ciclo celular.

Em mamiferos estaqgio Proteinas alvos

Ciclina D — Cdk4/6 Proaressao na fase G1 | Reguladoras da
proliferacédo celular

Ciclina E — Cdk2 Entrada na fase S Proteinas envolvidas
nareplicacdo do DNA

Ciclina A — Cdk2 Progressao nafase S

Ciclina A — Cdk1 Proaressao nafase G2 | Ciclina B, CDK
fosfatase

Ciclina B — Cdk1 Fase M Proteina do envelope
nuclear

Em levedur as existe apenas um membro da familias de Cdks (Cdc2), o que varia sdo as ciclinas



Mecanismos de regulacdo no complexo ciclina-Cdk

Quatro mecanismos moleculares regulam a atividade das quinases dependentes
de ciclina (CdK)

1. Associacao com
ciclinas

4. Associagao com —
Inibidores de Cdks (Chk)

2. Ativacéao por
fosforilacéo em
Thr-160.

1 3. Inibicdo da fosforilacéo //
em Thr-14 e Tyr-15 - V4




Fases G1 e G2 do ciclo celular

Fase G 1
Cdk4/6-ciclina D
Rb

P53

\_ Ponto de restricéo ou

Start



A proteina RB: guardia do ciclo celular - G1

Regulacao da fase G1-S

Growth factors

{L Ras/Raf/ERK

Synthesis of
D-type cyclins

i

Cdk4, 6/CycD

Rb Rir

Cdk4, 6leyclin D @
o

Restriction point

Transcription Transcription
repressed of § phase genes

Regulacao do ciclo celular por Rb e E2F

Rb na sua forma néo fosforilada liga-se a E2F reprimindo a transcri¢éo de genes regulados por E2F.
Rb éfosforilado por ciclina-Cdk e como resultado dissocia-se de E2F no final de G1.

E2F estimula a expressao de seus genes que codificam proteinas necessarias para a progressao do
ciclo celular.



Checkpoint em G1 - Papel da proteina p53
(codificada por gene supressor detumor)

DNA danificado aumenta os niveis intracelular de p5S3 o

@ o+ % @ qual ativa um fator de transcricio chamado p21.
p5:

A proteinap21 inibe vérios complexos ciclinas-Cdks.

Essainibicdo provoca parada no ciclo celular em final
de G1.

O ciclo celular continua parado neste ponto até que a
maquinaria de reparo de DNA repare o DNA.

Se DNA né&o pode ser reparado, a célula entra em apoptose
(morte celular programada)

Cdk’s PCNA

Inhibition of  Inhibition of
cell eycle DNA replication



Replication completed Unreplicated or damaged DNA

ANUNANINON O\ O\
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CONTROLE DE G2 CHECKPOINT - Papel da fosfatase Cdc25.

Um complexo de proteinas checkpoints reconhecem DNA néo replicado ou danificado e ativa proteina
guinase Chk1 quefosforilaeinibe a proteina fosfatase Cdc25.

A inibicao de Cdc25 previne a de-fosforilagéo de Cdc2 (quinase dependente de ciclina) e ativagao da
mesma, impedindo o ciclo de continuar.




Spindle microtu b les
attach to kinetochore.




Fases M do ciclo celular

Mitose
Cdk1-ciclina B (MPF)

maturation promoting
fator

APC

Anaphase promoting
complex



O complexo APC (Anaphase promoting complex) saida da mitose

O complexo APC apresenta duas funcgoes:

1) Auxilia na ubiquitinilacao de ciclina B (degradacao pelo proteassomo) e saida da
mitose

2) Ativa a separase que promove a clivagem de coesinas propiciando a separacao das
cromatides irmas.

\&
Parte ainda ndo bem esclarecida do
ciclo celular, mas enquanto as
PPas cromatides ndo so alinhadas
e ~® corretamente o complexo APC fica

inativo.

APC ativa a degradacéo de Ciclina-
Cdk (proteassomo) e ativaenzima
separ ase que promove a degradacao
das coesinas



Ubiquitina-proteassomo
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Proteinas sdo marcadas para degradacéo rapida por ligacéo covalente de varias moléculas da proteina
chamada ubiquitina.

Multiplas ubiquitinas sdo adicionadas e as proteinas poli-ubiquitiniladas sdo degradadas por um complexo
de proteases (proteassomo)

ApOs exercer seu papel durante entrada e saida dafase M, ciclina B € ubiquitinilada para ser degradada.



RESUMO

Cdks séo ativas somente guando complexada com ciclinas

O complexo ciclina-Cdk pode ser inibido por outras
proteinas.

O complexo ciclina-Cdk pode ser inativado pela marcacao de
ciclinas para degradacédo proteolitica atraves de
ubiquitinilacao-proteassomo ao final do ciclo celular.

|mportante: o controle da acdo de ciclina-Cdks é
fundamental para coordenar as diversas funcoes
exercidas por este complexo durante a divisao
celular.



Resumo das etapas de checkpoints do ciclo celular



Mcb130.mov




-DNA replicado e
cromatides irmas
associadas,
Cromossomos
condensados

-no citoplasma os
centrossomos ja
replicados e
separados dando
inicio a montagem
do fuso

-quebra do
envelope nuclear

-cinetécoros dos
Cromossomos
podem associar-se
aos microtubulos
do fuso




-alinhamento dos
cromossomaos no equador
do fuso

-as cromatides irmas ficam
associadas a polos opostos
do fuso via cinetdécoros

-separacao sincronica dos
cromossomos filhos, cada um
dos cromossomos é levado
para um dos polos

-microtubulos associados aos
cinetdcoros encurtam e 0s
polos do fuso afastam-se,
ambos mecanismos
contribuem para a separagao
dos cromossomos




-0S cromossomos filhos
chegam aos polos e
descondensam

-novo envelope nuclear é
montado

-inicio da diviséo do
citoplasma (anel contratil)

-anel contratil de actina e
miosina divide o citoplasma
em dois, originando duas
células filhas, cada uma com
um nucleo




VISUALIZACAO DO NUCLEO DURANTE MITOSE

Prophase Prometaphase Figure 8,29 The nucleus during
mitosis

Micrographs illustrating the progres-
1

sive stages of mitosis in a plant ce

During prophase, the chromosomes
condense, the nucleolus disappears,
and the nuclear envelope breaks down
Al metaphase, the condensed chromo-
somes align on the center of the spin-
dle. The daughter chromosomes then
move to Op[’;.\nile poles of the spindle
(anaphase), and during telophase the
chromosomes decondense and the nu
clei re-form. Chromosomes are stained
blue and spindle microtubules are
stained red. (Courtesy of Andrew S,
Bajer, University of Oregon.)

Metaphase Anaphase Telophase




A mitose em célula animal

Mcb18-2




A atividade de Cdk1-ciclina B coordena eventos nucleares e
citoplasmaticos durante a entrada e a saida da fase M (mitose)

Condensacao Quebra do Fragmentacéao Formacao dos
da cromatina envelope de Golgi e ER fusos
fosforilac&o das nuclear fosforilacéo de instabilidade dos
condensinas fosforilacdo da Gm130 microtubulos
lamina




Cdk-ciclina B : Papel na dissolucdo do envelope nuclear

-




FORMACAQO DOSFUSOSMITOTICOS

Interphase cell

Os centriol os e centrossomos se duplicam

durante ainterfase.
i
/N
e i\
=/ Durante préfase 0s centrossomos
" duplicados movem-se em diregéo oposta
l olicises ao nucleo.
e e
V= O envelope nuclear € quebrado e os
L\ mi crotubul os reorganizam-se para formar
e os fusos mitaticos.

Na metafase 0S cromossomos

condensados sao alinhados no centro dos
fusos.



.
M I Crotu bUI OS High concentration of tubulin bound to GTP Low concentration of tubulin bound to GTP

f-tubulin a-tubulin

Dimeros de alfa e beta-
tubulinas polimerizam
paraformar
microtubulos, 0s quais
sS40 compostos por 13
protofilamentos Tubulina-GTP é adicionado a + e rapidamente GTP é hidrolisado a GDP,
montandos em nucleo
cilindrico

Como actina, microtubul os também tem uma polaridade. Extremidade mais (+)
cresce mais rapido, enguanto a extremidade menos (-) cresce lentamente.

A hidrdlise para GDP enfraquece a interagdo da tubulina-GDP com mol éculas
adjacentes e entdo despolimerizacao acontece

O processo leva a elongacao e encurtamento de microtubulos (instabilidade
dinémica dos microtubulos) que é importante para a funcéo destes el ementos

na célula, principalmente durante divisao celular.
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M ovimento dos cromossomos dur ante a anafase

A anéfase consiste de movimento dos cromossomos em direcéo aos cinetocoro através do auxilio de uma proteina
motora (dineina) em direcdo ao lado menos dos microtubulos e também encurtamento desses microtubulos por
despolimerizagdo de tubulinas. Também outra familia de proteinas motoras as quinesinas (em direcdo ao lado mais)
agem sobre 0s microtubul os puxando os cromossomos agora separados para os polos em direcdo aos centrossomos.



Reconstrucao da
membrana nuclear durante
telofase.

A primeira etapa na reconstrucao do
envelope nuclear € aligacao de
membrana de vesiculas (formadas
durante a dissolucéo do envelope) com
0S Cromossomos auxiliadas por
proteinas de membrana e lamina

A fusado das vesiculas reconstroi o
envelope nuclear e 0s cromossomos
sofrem descondensacéo.







Resumo dos eventos da Fase M
Mitose € convencionalmente dividida em quatr o estagios:

PROFASE - O comego desta fase é marcada pelo aparecimento dos

Cromossomos condensados

Duas crométides irmas (DNA produzido durante afase S)

As crométides s&o mantidas juntas pelo centrdmero, o qual contém uma sequéncia
de DNA naqual proteinas se ligam para forma o cinetocoro - local de ligacdo dos
microtubul os.

O centrossomo duplicado nainterfase separam-se e movem-se em direc&o aos polos
opostos em relacao ao nucleo e servem como origem dos fusos mitoticos, os quais
comegam a se formarem no final da proéfase.

Quebra do envelope nuclear.

PROMETAFASE - Ascrométides irmas est30 anexadas a0 cinetocoro, e em

processo de elongacdo e encurtamento dos fusos mitéticos, 0S cromossomos
condensados encaminham-se para uma posi¢éoi equatorial da célula

M ETAFASE - Muitas células permanecem brevemente nesta fase. A transicdo para

ANAFASE é marcada pela quebra e separacio das crométides e migragio para os pol os.

ANAFASE - Checkpoint dos cromossomos (se ndo houver anexagio e separacio

correta, o ciclo celular permanece parado)

TEL OFASE. Término damitose durante essafase o niicleo se re-formae os

cromossomos sofrem descondensacao.



CITOCINESE

Citocinéseinicia-se no final de anafase e termina ao final datel6fase

Formacao de um anél contractil de filamentos de actinae miosinall.

A clivagem acontece com a contracéo dos filamentos de actina e miosina
puxando a membrana plasmética para dentro, formando um estrangulamento
até gue as duas células filhas se separam e a suas membranas plaméticas sao re-
seladas.

Céulas filhas idénticas sdo agora disponiveis para um novo
ciclo de divisao celular ou entram GO
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