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Nesta aula: 
 
•  Controle do ciclo celular 

•  Fatores que estimulam/inibem o ciclo celular 
 
•  Métodos para estudo do ciclo 



Ciclo celular 
Células se reproduzem com a duplicação de seu conteúdo e divisão em duas 



Ciclo celular e proliferação 

Eventos sequenciais coordenados: geração de células-filhas ��geração 
de organismos 

 



TIPO CELULAR	
 	  	

DURAÇÃO DO 
CICLO CELULAR	

Células jovens de embrião de sapo	  	30 min	  	
Célula de levedura	 1,5 – 3 horas	
Células epiteliais de intestino	 ~ 12 horas	
Fibroblastos de mamíferos (cultura)	 ~ 20 horas	
Células hepáticas humanas	  	  	~ 1 ano	  	

Ciclo celular 

Estímulos: sinais intracelulares e extracelulares 



Capacidade proliferativa no mesmo organismo: variável  



Capacidade proliferativa no mesmo organismo: variável  

Células podem receber estímulos 
para iniciar ou parar ciclo celular 



Regeneração de ferimentos 
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Saída para G0 ? 

Por exemplo neurônios 



Capacidade proliferativa no mesmo organismo: variável  

Células podem receber estímulos 
para iniciar ou parar ciclo celular 

Mitógenos: estimulam a divisão celular 
 
Fatores de crescimento: estimulam o 
crescimento celular (em massa)  
 
Fatores de sobrevivência: supressão de 
apoptose    



Exemplo: Fibroblastos em 
cultura 
 
•  Estímulo para sair de G0:  PDGF 

•  Estímulo para entrada no ciclo: 
 EGF 
  



Intérfase: 
 
-crescimento da célula  e 
replicação do DNA  
 
 
Mitose: 
 
-divisão nuclear (mitose) 
-divisão do citoplasma 
(citocinese) 

Ciclo celular 



Pontos de verificação 

 
pontos de verificação 
são pontos de controle  
do ciclo celular 
 
Condições externas e sinais 
intracelulares 
 



Ciclina 

CDK 

Controle do ciclo celular 



Ciclina 

CDK 

Controle do ciclo celular 



Ciclina 

CDK 

Controle do ciclo celular: ciclina-CDK 
Acúmulo e degradação de ciclinas modulam a atividade das CDKs 



CDKs: proteínas conservadas; 30-40kDa 
 
Ativação: 1) ligação a ciclina (altera conformação) e 2) fosforilação sítio ativo 

Controle do ciclo celular: ciclina-CDK 



Controle do ciclo celular: ciclina-CDK 

.. · 
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(a) Free CDK2 (b) Low-activity cyclin A-CDK2 (c) High-activity cyclin A-CDK2 

FIGURE 19-12 Structural models of human CDK2. (a) Free, 
inactive CDK2 unbound to its cyclin subunit, cyclin A. In free CDK2, the 
T loop blocks access of protein substrates to the 'Y phosphate of the 
bound ATP, shown as a ball-and-stick model. The conformations of the 
regions highlighted in yellow are altered when CDK is bound to cyclin 
A. (b) Unphosphorylated, low-activity cyclin A-CDK2 complex. 
Conformational changes induced by binding of a domain of cyclin A 
(blue) cause the T loop to pull away from the active site of CDK2 so that 
substrate proteins can bind. The cxl helix in CDK2, which interacts 

the T loop cause a dramatic shift in the position of the T 
loop, thereby exposing the CDK active site (Figure 19-llb). 
As we will see shortly, high activity of the cyclin-CDK com-
plex requires phosphorylation of the activating threonine, in 
the T loop, causing additional conformational changes in the 
cyclin-CDK complex that greatly increase irs affinity for pro-
tein substrates (Figure 19-12c). As a result, the kinase activ-
ity of the phosphorylated complex is a hundredfold greater 
than that of the unphosphorylated complex. 

Cyclins Determine the Activity of CDKs 
Cyclins are so named because their levels change during the 
cell cycle. They form a family of proteins that is defined by 
three key features: 

• Cyclins bind to and activate CDKs. The activity and sub-
strate specificity of any given CDK is primarily defined by 
the particular cyclin to which it is bound. 

' 
• Cyclins are only present during the cell cycle stage that 
they trigger and are absent in other cell cycle stages. 

• Cyclins not only regulate a particular cell cycle stage but 
also set in motion a series of events in preparation for the 
next cell cycle stage. In this way, they propel the cell cycle 
forward. 

Cyclins are divided into four classes defined by their 
presence and activity during the cell cycle: G1 cyclins, G 1/S 
cyclins, S phase cyclins, and mitotic cyclins (see Table 19-1 ). 
The different types of cyclins are quite distinct from each 
other in protein sequence, but all of them contain a con-
served 100 amino acid region known as the cyclin box and 
possess similar three-dimensional structures. 

extensively with cyclin A, moves several angstroms into the catalytic 
cleft, repositioning key catalytic side chains required for the phos-
photransfer reaction. The red ball marks the position of the threonine 
(Thr-160) whose phosphorylation activates CDKs. (c) Phosphorylated, 
high-activity cyclin A-CDK2 complex. The conformational changes 
induced by phosphorylation of the activating threonine (red ball) alter 
the shape of the substrate-binding surface, greatly increasing the 
affinity for protein substrates. [Courtesy of P. D. Jeffrey. See A. A. Russo et al., 
1996, Nature Struct. Bioi. 3:696.] 

The G 1 cyclins are the lynchpin in coordinating the cell 
cycle with extracellular events. Their activity is subject to 
regulation by signal transduction pathways that sense the 
presence of growth factors or cell proliferation inhibitory 
signals. In metazoans, G 1 cyclins are known as cyclin Ds, 
and they bind to CDK4 and CDK6. G 1 cyclins are unusual in 
that their levels do not fluctuate in a specific pattern during 
the cell cycle. Instead, in response to macromolecule biosyn-
thesis and extracellular signals, their levels gradually increase 
throughout the cell cycle. 

The G 1/S cyclins accumulate during late Gh reach peak 
levels when cells enter S phase, and decline during S phase 
(see Figure 19-11). They are known as cyclin E in metazoans 
and bind to CDK2. The main function for cyclin t-CDK2 
complexes, together with cyclin D-CDK4/6, is to trigger the 
G1-S phase transition. This transition is known as START 
and is defined as the point at which cells are irreversibly 
committed to cell division and can no longer return to the G 1 
state. In molecular terms, this means that cells initiate DNA 
replication as well as duplicate their centrosomes, which is 
the first step in the formation of the mitotic spindle that will 
be used during mitosis. 

S phase cyclins are synthesized concomitantly with G 1 cy-
clins, but levels remain high throughout S phase and do not 
decline until early mitosis. Two types of S phase cyclins trigger 
S phase in metazoans: cyclin E, which can also promote entry 
into the cell cycle and is therefore also a G1/S cyclin, and cyclin 
A. Both cyclins bind CDK2 (see Table 19-1) and are directly 
responsible for DNA synthesis. As we will see in Section 19.4, 
these protein kinases phosphorylate proteins that activate 
DNA helicases and load polymerases onto DNA. 

Mitotic cyclins bind CDK l to promote entry into and 
progression through mitosis. The metazoan mitotic cyclins 

19.3 Regulation of CDK Activity 885 

CDKs: proteínas conservadas; 30-40kDa 
 
Ativação: 1) ligação a ciclina (altera conformação) e 2) fosforilação sítio ativo 



CDKs: proteínas conservadas; 30-40kDa 
 
Regulação mais fina: kinase Wee1/ fosfatase Cdc25 

Controle do ciclo celular: ciclina-CDK 



Controle do ciclo celular: ciclina-CDK 





Ub 

Controle do ciclo celular: ciclina-CDK 
Degradação: proteassoma 



Controle do ciclo celular: ciclina-CDK 

CDK 

Ciclina 
CKI 

Interações com proteínas inibitórias: CKIs 



G0          G1            S            G2            M                  

G0          G1            S            G2            M                  

G0          G1            S            G2            M                  

CDK 

Ciclina 

CKI 



CDK, Ciclinas e CKI 

CDK1  Ciclinas A, B    p27, p21, p57 
CDK2  Ciclinas A, E     
CDK3  Ciclina E     
CDK4  Ciclina D     p15, p16, p18, p19 
CDK5  Ciclina D    

CDK6  Ciclina D    
CDK7  Ciclina H     
CDK8  Ciclina C     
CDK9  Ciclina T    
 

cip/kip 

INK4 



CDK, Ciclinas e fases do ciclo  

CDK1  Ciclinas A, B   G2/M 
CDK2  Ciclinas A, E   G1/S, S 
CDK3  Ciclina E    G1/S 
CDK4  Ciclina D      G1/S 
CDK5  Ciclina D      Diferenciação neuronal 
CDK6  Ciclina D    G1/S 
CDK7  Ciclina H    CAK 
CDK8  Ciclina C    Regulação transcricional 
CDK9  Ciclina T       G1/S 
 



G0 

G1 

S 

G2 

M 

CDK4/6 

Ciclina D 



Ras 

ERK 

CICLINA D 

Fator de 
crescimento 



Ras 

ERK 

CICLINA D 

mTOR 

4EBP 

4E 

AKT 



Ras 

ERK 

CICLINA D 

mTOR 

4EBP 

4E 

AKT 

GSK-3 
Ciclina D 



G0 

G1 

S 

G2 

M 

CDK4/6 

Ciclina D 

Período de resposta a estímulos extracelulares 



pRb 

 E2F 

CDK4/6 

Ciclina D 

- Ciclinas E e A    

-  CDK1 

-  c-myc  

-  E2F 

- DNA polimeraseα 

-  Timidina quinase 

-  Timidilato sintetase 

-  Hidrofolato redutase  





Proteína pRB 

Reguladora do ciclo 
 
Ligação com E2Fs pode ser reduzida 
na presença de algumas proteínas 
virais à oncoproteínas (HPV)   
 
 

E2F4 ligando ao DNA 



Myc    
 
induz proliferação 
celular 
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CDK4/6 

Ciclina D 

CDK2 

Ciclina E 



Ponto de verificação G1/S 

v  O tamanho da célula é adequado ? 
v  Existe energia suficiente para continuar ? 
v  O estímulo para a proliferação continua ? 
v  A maquinaria de replicação está presente ? 
v  O DNA está integro para ser copiado ? 

PROGRESSÃO 



v  O tamanho da célula é adequado ? 
v  Existe energia suficiente para continuar ? 
v  O estímulo para a proliferação continua ? 
v  A maquinaria de replicação está presente ? 
v  O DNA está integro para ser copiado ? 

PARADA OU APOPTOSE 

Ponto de verificação G1/S 



Parada em G1 devido a 
danos no DNA 



CDK2 

Ciclina E 

p21 

p53 



CDK2 

Ciclina E 

Cdc25 
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CDK4/6 

Ciclina D 

CDK2 

Ciclina E 

CDK2 

Ciclina A 



topoisomerases 

Fase S: replicação do DNA 



Controle da replicação do DNA 



CDK2-ciclina A/ S-CDK:  
 
-dispara replicação do DNA 
-impede que a origem seja utilizada novamente 

evita novo ciclo 
de replicação 

Controle da replicação do DNA 



Coesina:  
 
Mantém cromátides-irmãs 
unidas até o fim da 
mitose 

Controle da replicação do DNA 



Duplicação dos centrossomos 



G0 

G1 

S 

G2 

M 

CDK4/6 

Ciclina D 

CDK2 

Ciclina E 

CDK2 

Ciclina A 

CDK1 

Ciclina A/B 



Ponto de verificação G2/M 

v  O tamanho da célula é adequado ? 
v  Existe energia suficiente para continuar ? 
v  A replicação dos cromossomos foi adequada? 
v  Os centrossomos foram duplicados ? 

PROGRESSÃO 



v  O tamanho da célula é adequado ? 
v  Existe energia suficiente para continuar ? 
v  A replicação dos cromossomos foi adequada? 
v  Os centrossomos foram duplicados ? 

PARADA OU APOPTOSE 

Ponto de verificação G2/M 



G2 

MITOSE 

Prófase      Prometáfase     Metáfase        Anáfase        Telófase      Citocinese 



Mitose: ativação de M-CDK 

 
M-Cdk: condensação dos cromossomos e montagem do fuso mitótico 



M-Cdk: Retroalimentação positiva de Cdc25 

Mitose: ativação de M-CDK 



Mitose: ativação de M-CDK 



M-CDK: fosforila laminas 



Mitose: ativação de M-CDK 

Rompimento do 
envoltório nuclear 



Mitose: ativação de M-CDK 

Ponto de verificação M 

Todos os cromossomos estão ligados corretamente ao fuso? 



Todos os cromossomos estão ligados 
corretamente ao fuso? 

SIM 

PROGRESSÃO 



APC: complexo promotor da anáfase 

APC/C: 
ubiquitina ligase 



APC: complexo promotor da anáfase 

APC/C: 
ubiquitina ligase 

Ub 



Todos os cromossomos estão ligados 
corretamente ao fuso? 

Não 

PARADA OU APOPTOSE 



APC: complexo promotor da anáfase 

APC/C: 
ubiquitina ligase 



APC: destruição de M-CDK 

APC/C: 
ubiquitina ligase 



Ciclo Celular e Câncer 
(reguladores G1/S) 



Nesta aula: 
 
•  Controle do ciclo celular 

•  Fatores que estimulam/inibem o ciclo celular 
 
•  Métodos de estudo 



Métodos de estudo do ciclo celular 

Como determinar a fase do ciclo celular em que uma célula 
está? 

 
Como estudar uma população de células? 

 



Métodos de estudo do ciclo celular 

Microscopia ��observação e contagem de células 



Métodos de estudo do ciclo celular 

Microscopia ��observação e contagem de células 

MEV 



Métodos de estudo do ciclo celular 

Microscopia ��observação e contagem de células 
 
²  Uso de anticorpos que reconhecem citoesqueleto 
²  Uso de agentes que marcam DNA (para visualizar mitose) 



Métodos de estudo do ciclo celular 

Microscopia ��observação e contagem de células 
 
²  Uso de agentes que podem incorporar-se ao DNA (fase S) ��

BrDU (deoxi-uridina modificada com bromo) 

Anti-BrdU: verde 
Células: vermelho 



Métodos de estudo do ciclo celular 

Citometria de fluxo 
(FACS)  
 
Agente fluorescente ligado ao DNA: 
permite inferir a fase do ciclo 



Resumo 
•  Ciclo celular: duplicar o DNA dos cromossomos e as organelas e 

distribuir esse material igualmente entre as células-filhas 

•  Muitas células não realizam ciclo constantemente/ Saída de G0: 
estímulos 

•  Pontos de verificação ocorrem ao longo do ciclo  
 
•  A passagem de G1 para S compromete a célula com o ciclo: ponto 

de restrição/ ou START 

•  Controle do ciclo celular: ciclinas-Cdk/ CKI’s ��fosforilação/
desfosforilação/ degradação  

 
•  Métodos de estudo de ciclo celular: marcação com anticorpos/

contagem de células  



Para saber mais 

Aula: 
 
www.coltri.bio.br/disciplina.html 
 


