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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

kjé " Células-filhas

3 DIVISAO N> )
CELULAR

J s CICLO 1 CRESCIMENTO CELULAR
2 CELULAR E REPLICACAO DOS

CROMOSSOMOS

2 SEGREGAGAO DOS @)
CROMOSSOMOS




Ciclo celular e proliferacao

Eventos sequenciais coordenados: geracao de ceélulas-filhas — geracao
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
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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

Avancar para fase S?
Pausar?
= Sair para G,?

Ponto de restri¢ao

Fatores de

Por exemplo neurénios
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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
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Intérfase:
-crescimento da célula e
replicacao do DNA
Mitose:

-divisao nuclear (mitose)
-divisdo do citoplasma
(citocinese)

Ciclo celular

M PHASE

mitosis
(nuclear
division)

cytokinesis

G, PHASE

S PHASE
(DNA replication)

(cytoplasmic
M division) .

G, PHASE
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Pontos de verificacao

pontos de verificacao
sao pontos de controle
do ciclo celular

Condicbes externas e sinais
intracelulares

G,
Meio
darﬁfhil A d extracelular
@do desfavoravel

ENTRAR NA MITOSE

SEPARAR OS CROMOSSOMOS
' DUPLICADOS

CONTROLADOR

\f"\

S
ENTRAR NA FASE S|
G,
DNA danifi- DNA
cado ou repli- danificado
cado incomple- ou replicado
tamente incompletamente

Gy

T

Cromossomo
ligado de forma
impropria ao fuso
mitético
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Controle do ciclo celular

Ciclina
y

CDK
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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
o
CDK
Mitose Interfase Mitose Interfase
Atividade —
de Cdk
Concentracao

de ciclina




Controle do ciclo celular: ciclina-CDK

CDKs: proteinas conservadas; 30-40kDa
Ativacao:

1) ligacao a ciclina (altera conformacao)
2) fosforilacao sitio ativo

/
Cdk active site activating phosphate
(A) INACTIVE (B) PARTLY ACTIVE (C) FULLY ACTIVE
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Controle do ciclo celular: ciclina-CDK

CDKs: proteinas conservadas; 30-40kDa

Ativacao: 1) ligacao a ciclina (altera conformacéao) e 2) fosforilagao
sitio ativo

(a) Free CDK2 (b) Low-activity cyclin A-CDK2 (c) High-activity cyclin A-CDK2
y CY . g Y e
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Controle do ciclo celular: ciclina-CDK

CDKs: proteinas conservadas; 30-40kDa

Regulacado mais fina: kinase Wee1 (fosfato inibitério) e fosfatase Cdc25

(remove fosfato inibitorio)

cyclin

I
Cdk

ACTIVE

I
\|I//’I -
P

activating
phosphate

inhibitory phosphate
ép)

INACTIVE

Wee1l
kinase

SE-

Cdc25
phosphatase
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Controle do ciclo celular: ciclina-CDK

Interfase

Fosfatase

Cdc25
inativa Q

-

Fosfatase RETROALIMENTACAO
Cdc25 P POSITIVA

Fosfato /<_\
inibidor

p+— Fosfato
ativador

M-Cdk M-Cdk
inativa ativa




ITS OWN BUSINESS |

~ PROTEIN MINDING /

P | ADP

ATP

KINASE

KINASE
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Controle do ciclo celular: ciclina-CDK

Degradacao: proteassoma
Ub

Clcllna
Cdk
ativa
b UBIQUITILACAO b DESTRUICAO
DE CICLINA '/, DE CICLINA

Complexo ciclina-
-Cdk ativo

e ©
Q-

Cdk inativa

Mitose Interfase f Mitose ﬁterfase
L 2%
Atividade — | (D T
de Cdk \( ?‘ ‘ 8
- \ ‘ o
Concentragao A /[ o
de ciclina N K O
/ . ' A\ A‘ ﬂ 3
0.
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Controle do ciclo celular: ciclina-CDK

Interacoes com proteinas inibitérias: CKls

Ciclina
y X
o CDK
o
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G2

G1

GO
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v
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G1

7/
GO

Ciclina

G2

G1

GO
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Nobel Prize in Physiology and Medicine
2001

Leland Hartwell Tim Hunt Sir Paul Nurse

“discovery of key regulators of the cell cycle”
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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
CDK5
CDKG6
CDKY7
CDK8
CDK9

Cic
Cic
Cic
Cic
Cic
Cic
Cic
Cic
Cic

Inas A, B
inas A, E
ina E
ina D
ina D
ina D
ina H
ina C
ina T

G2/M

G1/S, S

G1/S

G1/S

Diferenciacao neuronal
G1/S

CAK

Regulacao transcricional

G1/S




Ciclina A/B
CDK1

Ciclina D

(:CDK416 >

Ciclina E

a
Ciclina A @
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GO

Ciclina D
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Ciclina D 4EBP ERK
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Periodo de resposta a estimulos extracelulares

Ciclina D

( ClK4/6

. |




1 2D PO IO/

- CiclinasEe A - DNA polimerasea.

- CDK1 - Timidina quinase

- c-myc - Timidilato sintetase
- E2F - Hidrofolato redutase
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Proteina pRB

Receptor de mitégeno inativo

Proteina
RB ativa

Regulador da
transcrigdo
inativado

Gene-alvo

/

(A) CELULA EM REPOUSO

Mitoégeno

Receptor de mitégeno ativado

A IS
"“\

Via de
sinalizagdo
intracelular

( G,-Cdk e G,/S-Cdk

ativados

Proteina Rb
inativada
Proteina > /

Rb ativa - P

\
\
Regulador
da transcri¢ao Regulador da
inativado ___/ transcrigdo ativo
A

FOSFORILAGAO TRANSCRICAO /

DE Rb I

TRADUGAO

PROLIFERACAO
CELULAR

() CELULA EM PROLIFERAGAO
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Proteina pRB

Reguladora do ciclo
Pode se desligar de E2Fs na

presenca de algumas proteinas virais
—> oncoproteinas (HPV)

E2F4 ligando ao DNA

A-box of pRb
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mitogen

mltogen receptor
- S

NN

o
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;Ra
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activation of gene regulatory protein
CYTOSOL

NN

——

immediate early
W\!//, gene expression

NUCLEUS

gene
regulatory
‘ protein

delayed-response gene expression

active
Gi-Cdk  positive feedback ( R
active Rb active
protein active E2F G1/S-Cdk \
NS protem Gy/S-cyclin
S-phase gene — (cyclin E) active
* gt “‘ transcrlptlon S-cyclin ’
inactivated (cyclin A)
E2F protein
positive
feedback
inactivated Rb
protein

S-Cdk SYNTHESIS

Myc

induz proliferacao
celular

DNA
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Ciclina D
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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 devidoa " ™™
danos no DNA

ATIVAGCAO DE PROTEINA-CINASES
QUE FOSFORILAM p53,
ESTABILIZANDO-A E ATIVANDO-A
p53

! N - VY2 p53 estével

l p53 ATIVA SE LIGA

A REGIAO REGULADORA
DO GENE p2171

NA AUSENCIA DE
DANO AO DNA, P \7,
p53 E DEGRADADA =
NOS PROTEASSOMOS 1\ Gene p21

TRANSCRICAO
sssssm mRNA para p21
TRADUGAO

p21 (proteina
inibidora de Cdk)

’\I’
P/

ATIVA INATIVA

G1/5-Cdk G1/5-Cdk e S-Cdk
e S-Cdk complexadas conR 821
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Ciclina E ’

¢

p21

N
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, Ciclina D

(:CDK416 >

Ciclina E

a
Ciclina A @
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Fase S: replicacao do DNA

DNA polymerase |l

DNA polymerase |
helicase




Controle da replicacao do DNA

Complexo de Cdcb
reconhecimento

da origem (ORC) ,\

G i \\ Complexo
gr;;?ii:‘g;: hfé pré-replicativo
T

S-Cdk ACIONA

A FASE S Cde6 DEGRADACAO DE Cdc6

FOSFORILADA

- s
o> & .5 0
Outras proteinas P - L

de pré-RC

MONTAGEM DA
FORQUILHA DE REPLICACAO

l

TERMINO DA
REPLICAGAO
DO DNA

50




Controle da replicacao do DNA

Complexo de Cdcb
reconhecimento
da origem (ORC)

G, Complexo
Origem de " é pré-replicativo

repllcaqéo

S-Cdk ACIONA

A FASE S cde DEGRADAGAQ DE Cdcé evita novo ciclo

FOSFORILADA de replicagao

. > < — V — l. - “
Outras proteinas ‘
de pré-RC

g

MONTAGEM DA
FORQUILHA DE REPLICACAO

l

TERMINO DA
REPLICAGAO
DO DNA

CDK2-ciclina A/ S-CDK:;

-dispara replicacdo do DNA

-impede que a origem seja utilizada novamente .




Controle da replicacao do DNA

Coesina:

Mantém cromatides-irmas
unidas até o fim da
mitose

Crométiaes-irmés

‘Anéis de coesina
/

/ﬂ\
(-

o

%

Cromatides-irmas

| —

@". .

™\
w

e
\ /
\\\ ,/
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Duplicacao dos centrossomos
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Ciclina A/B
CDK1

Ciclina D

(:CDK416 >

Ciclina E
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Ponto de verificagido G2/M

+» O tamanho da celula € adequado ?

» EXiste energia suficiente para continuar ?

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




Ponto de verificagido 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
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Mitose: ativacao de M-CDK

M-Cdk M-Cdk Fosfatase M-Cdk
inativa Cinase inibidora inativa (Cdc 25) ativa
(Wee1) Fosfato
inibidor ' P
M cuclma L \ Q.—J
A4S LS )
s
lu'
P P,
. Fosfato
Cdk mitética ativador
Cinase atlvadora
(Cak)

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

M-Cdk: Retroalimentacio positiva de Cdc25

Fosfatase

Cdc25 '
inativa Q

-

Fosfatase RETROALIMENTACAO
Interfase CdCZS : P POSITIVA
ativa g_,d
A4S

Fosfato /<\
inibidor
N )
‘ e,
p+— Fosfato P

ativador

M-Cdk M-Cdk
inativa ativa
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Mitose: ativacao de M-CDK

Citocinese
Mitose

[

Transicao entre metéfase e anéfase

Interfase Préfase Prometafase Metéafase Anéfase Teléfase
/RN N S O\ SN\ Y N7
fﬁ 7’\' 1 ""';"V@\lbﬁ". /0‘\\—’ N//]»N‘/ “"’ "%‘V ldl/ \\"l W
/,." U\ i/ ! N 4,\ /l\ \\ I / \\ II\ N/
NG S »7 AN o/ '\\
FASEM
INTERFASE

Replicagdo do DNA
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M-CDK: fosforila laminas

Poro nu_clear DNA

" nuclear interna | Envelope

Membrana
nuclear

Membrana

erna |

FOSFORILAGAO DAS
PROTEINAS DO PORO
NUCLEAR E LAMINAS

" nuclear

FUSAO DAS VESICULAS
DO ENVELOPE NUCLEAR

NUCLEO NA INTERFASE Proteina do poro p
fosforilada /J,?/P

— Cromossomos-filhos ~
Cromossomo —_ ‘P
: )P
p
Vesicula do envelope - iy e p c
nuclear o’
P’(‘ ) é
P p PR
Laminas “d P

TELOFASE
fosforiladas

PRO-METAFASE

DESFOSFORILAGAO DAS
PROTEINAS DO PORO
NUCLEAR E LAMINAS
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Mitose: ativacao de M-CDK

Rompimento do
envoltorio nuclear

Citocinese
l Mitose [ |
Transicao entre metéfase e anéfase
Préfase Prometafase Metéfase l Anéfase Teléfase
N 1IN /NN N7 / \
@ e b e e
VY i/ ’\ ;\‘ Il\ = AN /\\ II\ /\\
N »7 \o _7__/ N s I\\ N\ /\/
FASEM
INTERFASE

Replicagdo do DNA
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Mitose: ativacao de M-CDK

Ponto de verificacao M

Interfase Préfase
N i
/ \ )
{ \"‘, I"' \| /7
l’. J " | 7, \
\\4»_»_‘ 7____,/ \\

Replicagdo do DN

Citocinese
Mitose [ |
Iransicao entre metdfase e anafase
Prometafase Metéfase l Anéfase Teléfase
N/ N N\Y TN N (W N\ / )
Ny, o (3 §§Nl/“}-— W \\"l *\‘V —al\\d- \‘l \"[—> 3
v ) R \ONap 74 "\ ) ’\ /“
SN \__7_7 ,/ S —_ AN / \_____7_7_/
FASEM
INTERFASE
|

Todos os cromossomos estao ligados corretamente ao fuso?
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Todos os cromossomos estao ligados
corretamente ao fuso?

SIM |
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APC: complexo promotor da anafase

Proteina __ /
inibidora

(securina) M
Enzima s 4
proteolitica ™

inativa
APC/C: (separase)
. ver . UBIQUITILACAO E
ubiquitina ligase | DEGRADACAO DA
’\ — SECURINA
Py
//,
APC ativa ;. \r 'l! ~
~a
e
Separase v
ativa
Complexo ) _
coesina Coesinas clivadas
\ [ dlssoaadas
Fuso \
mitotico. /\
\
Metéafase Anéafase
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APC: complexo promotor da anafase

Proteina __
inibidora
(securina)

Enzima s y
proteolitica ™

inativa
APCI/C: (separase)
q e - ‘ UBIQUITILACAO E
ubiquitina ligase DEGRADACAO DA
\ ) — SECURINA
7 (44 4
APC ativa ;, ~ ) :
-
Separase v
ativa
Complexo ‘
coesina Coesinas clivadas
mm ¢ dlssomadas

Fuso

e XV V2

€ = o o = = =

RSN

Metéafase Anéafase

b

‘ UBIQUITILAGAO DESTRUICAO b |
rv,, _DECICUINA_ '/, _DECICUNA

Complex
Cdk




Todos os cromossomos estao ligados
corretamente ao fuso?

W@%’mr

Nao S

PARADA OU APOPTOSE




APC: complexo promotor da anafase

Proteina __ /
inibidora

(securina) M
Enzima s y
proteolitica ™

inativa

APC/C: (separase)
ubiquitina ligase |
2
Comp.lexo
coesm;
Fuso '

mitético._

Metéafase
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APC: destruicdo de M-CDK

Mitose Interfase Mitose Interfase
Atividade —
de Cdk
Concentracao
APC/C de ciclina

ubiquitina ligase ( ;
//,APC ativa \ I

Clcllna
Cdk
ativa |
‘ UBIQUITILAGAO ‘ DESTRUICAO 9 O \a
m, DE CICLINA i1y, DE CICLINA +
P Y @
Complexo ciclina- Cdk inativa

-Cdk ativo




Ciclo Celular e Cancer

(reguladores G1/S)

=804 Giomablastoma

I'_%:’I @ INK4E

nkaafeorefeors

=80f% Braast

|_K£1 @ INKAA COK4

=005 Lung

>80% Pituitary

I_%I@ INK4E

=80f% Pancreas

FE D@

|_Kg @ INK4A

>009 Gastrointestinal

o)

)

W,

CDK4
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=808 Endometrium

KP1 @ INK4A

(D1 )coKa

70% Bladder

)

=000 Bone mamow (leukasmia)

FOEIO@

IKIF 1 @ INK4B

INKA4A CDK4|

by astarisks.

>00% Haad and neck

COK4 INKaA| [kipd
®

COKA

@ INK4A

INK48

>30% Lymphoma

OO

>20% Malanoma

A —

I -

E@N[preED

(=

ta)

>90% Liver

CDK4| INK4E

INK4A

pis|[cokz @

70% Prostata

-

@ INK4A @I'_(!@Pj

>00% Testis/ovary

(RB)[coka

INK4A @

>80% Bone (osteasarcoma)

CDK4 |INK4A|®

0% Other sarcomas

|CDK6| INK4A @l_%j

Figura 2 | Mutation of G1/8 regulators in human cancer. Only alterations that occur in mora than 10% of primary tumours have baan considerad. Numbers
reprasant the parcantage of tumours with alterations in any of the listad call-cyclke ragulators. The loci in which specific genetic or apiganatic alteration have bean
definad ara in pirk. The dtarations for which no mechanistic explanation has baen providad ara in yallow. Altarations relevant for tumour prognosis ara indicated
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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?
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Meétodos de estudo do ciclo celular

Microscopia — observacao e contagem de celulas




Métodos de estudo do ciclo celular

Microscopia — observacao e contagem de celulas
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Métodos de estudo do ciclo celular

Microscopia — observacao e contagem de celulas

< Uso de anticorpos que reconhecem citoesqueleto
< Uso de agentes que marcam DNA (para visualizar mitose)
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Métodos de estudo do ciclo celular

Microscopia — observacao e contagem de celulas

< Uso de agentes que podem incorporar-se ao DNA (fase S) —
BrDU (deoxi-uridina modificada com bromo)

Anti-BrdU: verde
Células: vermelho
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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
b
£ cellsin Goand
2 M phases
1
cellsin
S phase
0 1 2

relative amount of DNA per cell
e

(arbitrary units)
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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

Para saber mais

Molecular Biology of
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