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Nesta aula:

« Controle do ciclo celular
» Fatores que estimulam/inibem o ciclo celular

» Méetodos para estudo do ciclo




Ciclo celular

Células se reproduzem com a duplicacdo de seu conteudo e divisao em duas
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Ciclo celular e proliferacao

Eventos sequenciais coordenados: geracao de células-filhas — geragao
de organismos




Ciclo celular

DURACAO DO
HIFQCELLLAR CICLO CELULAR
Células jovens de embrido de sapo 30 min
Célula de levedura 1,5 — 3 horas
Células epiteliais de intestino ~ 12 horas
Fibroblastos de mamiferos (cultura) ~ 20 horas
Células hepaticas humanas ~1 ano

Estimulos: sinais intracelulares e extracelulares




Capacidade proliferativa no mesmo organismo: variavel




Células podem receber estimulos
para iniciar ou parar ciclo celular
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Capacidade proliferativa no mesmo organismo: variavel




Regeneracao de ferimentos
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Saida para G, 7
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Avancar para fase S?)

Pausar?
Sair para G,7

Por exemplo neurénios




Células podem receber estimulos
para iniciar ou parar ciclo celular

<

Mitégenos: estimulam a divisao celular

Fatores de crescimento: estimulam o
crescimento celular (em massa)

Fatores de sobrevivéncia: supressao de
apoptose

Capacidade proliferativa no mesmo organismo: variavel




Exemplo: Fibroblastos em
cultura

» Estimulo para sair de GO: PDGF

« Estimulo para entrada no ciclo:
EGF




Ciclo celular

Intérfase: M PHASE

mitosis
(nuclear
division)

cytokinesis
(cytoplasmic
division) .-

-crescimento da célula e
replicacao do DNA

G, PHASE

Mitose:

-divisao nuclear (mitose)
-divisdo do citoplasma S PHASE
(CitOCi nese) (DNA replication)

G, PHASE




Pontos de verificacao
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Controle do ciclo celular

Ciclina

. CDK




Controle do ciclo celular
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Controle do ciclo celular: ciclina-CDK

Acumulo e degradacao de ciclinas modulam a atividade das CDKs

Ciclina




Controle do ciclo celular: ciclina-CDK

CDKs: proteinas conservadas; 30-40kDa

Ativacdo: 1) ligacao a ciclina (altera conformacao) e 2) fosforilagao sitio ativo

Cdk active site activating phosphate
(A) INACTIVE (B) PARTLY ACTIVE (C) FULLY ACTIVE




Controle do ciclo celular: ciclina-CDK

CDKs: proteinas conservadas; 30-40kDa

Ativacdo: 1) ligacao a ciclina (altera conformacao) e 2) fosforilagao sitio ativo




Controle do ciclo celular: ciclina-CDK

CDKs: proteinas conservadas; 30-40kDa

Regulacao mais fina: kinase Wee1/ fosfatase Cdc25

cyclin
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Controle do ciclo celular: ciclina-CDK
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Controle do ciclo celular: ciclina-CDK

Degradacao: proteassoma
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Controle do ciclo celular: ciclina-CDK

Interagdes com proteinas inibitérias: CKils
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CDK1
CDK2
CDK3
CDK4
CDK5
CDKG6
CDKY7
CDK8
CDK9

CDK, Ciclinas e CKI

Ciclinas A, B | p27, p21, p57
Ciclinas A, E
Ciclina E

Ciclina D p15, p16, p18, p19

Ciclina D
Ciclina D
Ciclina H
Ciclina C
Ciclina T

cip/kip

INK4




CDK, Ciclinas e fases do ciclo

CDK1
CDK2
CDK3
CDK4
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G1/S

Diferenciacao neuronal
G1/S
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Regulacao transcricional

G1/S




Ciclina D

 CDK4/6 .
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Periodo de resposta a estimulos extracelulares

Ciclina D
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- CiclinasEe A - DNA polimerasea.
- CDK1 - Timidina quinase
- c-myc - Timidilato sintetase

- E2F - Hidrofolato redutase







Proteina pRB [

Reguladora do ciclo

Ligacao com E2Fs pode ser reduzida
na presenca de algumas proteinas A-box of pRb
virais - oncoproteinas (HPV)

E2F4 ligando ao DNA




Myc

induz proliferacao
celular




Ciclina D

 CDK4/6 .

Ciclina E
7

< CDK2 .




Ponto de verificacao G1/S

+» O tamanho da celula € adequado ?

» EXiste energia suficiente para continuar ?

+ O estimulo para a proliferacao continua ?

+ A maquinaria de replicacio esta presente ?
» O DNA esta integro para ser copiado ?




Ponto de verificacao G1/S

+» O tamanho da celula € adequado ?

» EXiste energia suficiente para continuar ?

+ O estimulo para a proliferacao continua ?

+ A maquinaria de replicacio esta presente ?
» O DNA esta integro para ser copiado ?

PARADA OU APOPTOSE




Parada em G1 devido a
danos no DNA

Raos » Causam danos a0 DNA
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Ciclina E

p21







Ciclina D
" CDKA4/6

Ciclina E

Ciclina A < CDK2 .
<’ CDK2 .




Fase S: replicacao do DNA




Controle da repllcagao do DNA
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Controle da replicacao do DNA

Complexo de Cgk
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Controle da replicacao do DNA

Coesina:

Mantém cromatides-irmas
unidas até o fim da
mitose

Cromatides-irmas
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Ciclina A/B
CDK1

Ciclina D
" CDKA4/6

Ciclina E

Ciclina A < CDK2 .
<’ CDK2 .




Ponto de verificagcido G2/M

+» O tamanho da celula € adequado ?

» EXiste energia suficiente para continuar ?

+ Areplicacao dos cromossomos foi adequada®?
+» Os centrossomos foram duplicados ?




Ponto de verificagcido G2/M

+» O tamanho da celula € adequado ?

» EXiste energia suficiente para continuar ?

+ Areplicacao dos cromossomos foi adequada?
+» Os centrossomos foram duplicados ?

PARADA OU APOPTOSE




Profase Prometafase Metafase Anafase Tel6fase Citocinese

MITOSE




Mitose: ativacao de M-CDK
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M-Cdk: condensacao dos cromossomos e montagem do fuso mitético




Mitose: ativacao de M-CDK

M-Cdk: Retroalimentacio positiva de Cdc25
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Intesfase
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Mitose: ativacao de M-CDK
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M-CDK: fosforila laminas

Merieana
nuciear interna




Intesfase
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Mitose: ativacao de M-CDK
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Mitose: ativacao de M-CDK

Ponto de verificacao M
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Replicacdo do [R5%

Todos os cromossomos estao ligados corretamente ao fuso?




Todos os cromossomos estao ligados
corretamente ao fuso?




APC: complexo promotor da anafase
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APC: complexo promotor da anafase
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Todos os cromossomos estao ligados
corretamente ao fuso?
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APC: complexo promotor da anafase
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APC: destruicdo de M-CDK
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Ciclo Celular e Cancer
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 Métodos de estudo

Nesta aula:




Métodos de estudo do ciclo celular

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

Como estudar uma populacao de células?




Meétodos de estudo do ciclo celular

Microscopia — observacao e contagem de células




Métodos de estudo do ciclo celular

Microscopia — observacao e contagem de células




Métodos de estudo do ciclo celular

Microscopia — observacao e contagem de células

< Uso de anticorpos que reconhecem citoesqueleto
< Uso de agentes que marcam DNA (para visualizar mitose)




Métodos de estudo do ciclo celular

Microscopia — observacao e contagem de células

< 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)
cellsin G,
phase
Agente fluorescente ligado ao DNA: I
permite inferir a fase do ciclo T
s
5
£ cellsin Gy and
- M phases
i
cellsin
S phase
0 1 2

relative amount of DNA per cell
-

(arbitrary units)




Resumo

Ciclo celular: duplicar o DNA dos cromossomos e as organelas e
distribuir esse material igualmente entre as células-filhas

Muitas células nao realizam ciclo constantemente/ Saida de G:
estimulos

Pontos de verificacdo ocorrem ao longo do ciclo

A passagem de G1 para S compromete a célula com o ciclo: ponto
de restricdo/ ou START

Controle do ciclo celular: ciclinas-Cdk/ CKl's — fosforilacao/
desfosforilagao/ degradacao

Métodos de estudo de ciclo celular: marcacao com anticorpos/
contagem de celulas




MOLECULAR
CELL BIOLOGY

Aula:

Para saber mais

Molecular Biology of

THE CELL

www.coltri.bio.br/disciplina.html




