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Durante o ciclo celular a célula passa por uma série de eventos seqlenciais, onde um
passo tem de ser completado antes que o préximo seja iniciado. Essa progressao linear é
alcancada de duas maneiras: cada etapa requer um produto da etapa anterior para seu inicio ou
h& um mecanismo regulatério de feedback, que assegura que a etapa subseqtiente do ciclo celular
nao seja iniciada antes que um evento crucial tenha sido completado corretamente.

As células eucaridticas desenvolveram mecanismos de controle de qualidade,
coletivamente chamados de checkpoints, que asseguram a correta execugao dos eventos do ciclo
celular, garantindo, dessa forma, a estabilidade genética. O checkpoint € um mecanismo de
feedback que monitora a execugdo do ciclo celular e inibe o inicio de eventos subseqlientes até
que o0s processos da etapa anterior sejam executados com sucesso.

Atualmente, ha trés checkpoints descritos:
checkpoint de dano do DNA, que esta apto a bloquear o ciclo celular nas fases G1, S, G2 e
mitose;
checkpoint de replicacdo do DNA, que monitora a progresséo através da fase S;
checkpoint do fuso mitético (“mitotic spindle checkpoint”), que monitora a ligacdo dos
cromossomos aos microtibulos (descrito pela primeira vez em 1991).

ESTRUTURA
Em geral, todos os checkpoints apresentam uma estrutura comum composta de trés
componentes essenciais:
- Um sensor, que monitora 0 processo;
- um transdutor, que sinaliza quando um processo ndo se completa adequadamente;
- um alvo, que responde ao sinal, inibindo eventos subseqlentes.

PRINCIPAIS COMPONENTES

Diversas moléculas tém sido descritas como componentes do checkpoint. As primeiras
andlises genéticas foram feitas em fungos (Saccharomyces cerevisiae) e posteriormente foram
descobertos genes homadlogos no genoma humano.

Ha duas principais familias de proteinas envolvidas nesse mecanismo:

- familia MAD (“mitotic arrest deficient”), composta por MAD1, 2 e 3.

Destaca-se entre elas a MAD2, uma pequena proteina composta por 205 aminoacidos,
codificada pelo gene de mesmo nome localizado no cromossomo 4g27. A MAD2 é encontrada, em
grandes quantidades, associada aos cinetécoros ndo-ligados aos microtibulos durante a metafase.
A interagéo entre a MAD2 e outros componentes adicionais do checkpoint com os cinetécoros néo-
ligados permite o bloqueio do inicio da anafase, prevenindo a segregac¢do cromossémica desigual.

- familia BUB (“budding uninhibited by benzimidazole”), composta por BUB1, 2 e 3.

Atencao especial para BUB1, uma proteina com atividade GTP-ase, codificada pelo gene
de mesmo nome localizado no cromossomo 2g12-14. A BUB1 interage diretamente com a MAD2,
na sinalizagéo para o atraso da anafase.

COMO FUNCIONA

O checkpoint do fuso mitético monitora a ligagdo dos cromossomos aos microtubulos
durante a divisdo celular e est4 apto a impedir a progressdo desse processo, a fim de que possa
garantir a segregacao idéntica do material genético entre as células-filhas e preservar a integridade
do genoma em nivel cromossdmico.




No inicio da diviséo celular, uma proteina especializada, denominada cinetécoro, localizada
em cada cromatide na regido centromérica, captura os microtubulos que vém de cada um dos
pélos opostos da célula.

A duplicacdo do material genético e a separagdo em duas células-filhas sdo eventos
criticos na divisao celular. Para a manutencdo da integridade do genoma, todas as cromatides-
irmas tém que estar ligadas, através de seus cinetécoros, a microtubulos do fuso oriundos de pdlos
opostos da célula. A separagdo concomitante das cromatides permite a heranga de um conjunto
idéntico de cromossomos para cada célula-filha.

Se a célula inicia a anafase e comecga a segregacdo cromossémica sem que todos os
pares de homologos tenham estabelecido conexdes com ambos os pélos do fuso, algumas células
irdo herdar duas cépias de um cromossomo, enquanto outras, nenhuma.

Um dnico cinetdcoro que nado esteja ligado adequadamente ao microtubulo correspondente
gera um sinal inibitorio, que atrasa a progressdo da mitose, até que haja ligagéo correta. Também,
se o microtubulo ligado ao cinetécoro ndo estiver exercendo tensdo adequada neste, € ativado o
mecanismo de controle.

IMPORTANTE! O cinetocoro, antes visto apenas como o local de ligagao dos microtlbulos,
agora é considerado essencial pois é a principal estrutura que sinaliza para a ativagao do
checkpoint!

E através desse mecanismo de vigilancia que atua o checkpoint mitético. Para que a
célula entre na anafase, duas condicbes devem ser satisfeitas: (1) o conjunto completo de
microtlbulos deve estar ligado aos cinetdcoros, garantindo a captura de todos os cromossomos
pelo fuso, e (2) deve haver ligagdo adequada entre os cinetécoros das cromatides-irmas,
garantindo que o cromossomo esteja alinhado na placa metafisaria.

CONTROLE MOLECULAR DA MITOSE

Para entendermos como se d4 em nivel molecular a regulagdo da mitose pelo checkpoint,
precisamos saber como € o controle molecular de uma mitose normal.

A permisséo para o inicio da mitose é dada pelos checkpoints do DNA da fase G2 do ciclo
celular. Essa permissdo é traduzida bioguimicamente pela ativagdo do complexo MPF (“mitosis
promoting factor”).

Este complexo é responséavel por desencadear eventos celulares caracteristicos da mitose:
quebra da membrana nuclear, separacdo dos centrossomos, formacdo do fuso mitético,
condensacgao dos cromossomos e fragmentagao do complexo de Golgi.

No final da metafase, ha ativagdo do complexo APC (“anaphase promoting complex”), um
dos principais elementos da maquinaria proteolitica celular. O complexo APC controla a separag¢édo
dos homologos e sua migracdo para pélos opostos da célula através da degradacao de proteinas
gue mantém as cromatides-irmas unidas.

Proteinas responsaveis pela manutencéo das cromatides-irmas unidas:
» Coesina: une as cromatides-irmas;
» Separase: lisa subunidades de coesina;
» Securina: associada a separase, inativando-a.

Para a progressao da anafase, o APC conjuga ubiquitina as securinas. Assim, as securinas
perdem sua fungao e nao irdao mais inativar a separase. A separase, entao, estara livre para lisar
as subunidades de coesina, permitindo a separagao das cromatides-irmas e migracdo das mesmas
para pdélos opostos da célula, com finalizagdo da mitose.

Deve-se salientar que a ubiquitinagdo da securina pelo APC requer a ligacdo deste
complexo & proteina Cdc20, porque esta ativa o APC e permite a sua interagdo com a securina.
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MECANISMO MOLECULAR DO CHECKPOINT MITOTICO

Quando ndo ha ligagdo dos microtubulos aos cinetdécoros correspondentes ou quando nao
h& tensdo adequada na ligagdo, os cinetdécoros produzem continuadamente um sinal que ativa o
mecanismo de checkpoint. A sinalizagdo bioquimica culmina em interagbes moleculares entre
MAD, BUB e o APC, atrasando a segregagao cromossomica.

MAD e BUB inativam o APC através de ligacdo direta ao Cdc20. O complexo
MAD2/BUB1/Cdc20 que é formado constitui o MCC (“Mitotic Checkpoint Complex”) e impede o
funcionamento do APC, retardando o inicio da anafase até que todos os cinetécoros estejam
adequadamente ligados aos microtubulos.

Abaixo, estdo esquematizadas duas formas de inativagcdo do APC por meio de sinal
bioquimico emitido pelo cinetdécoro néo ligado a microtibulos.
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Quando ha ligacao do ultimo cinetécoro aos microtlbulos, cessa a sinalizagao bioquimica e
também a produgao de MCC, permitindo ao Cdc20 se dissociar de MAD2 e BUB1 e se ligar ao
APC. O resultado final desse processo € a ativagdo do APC com conseqiiente degradacao das
securinas, dando continuagao ao ciclo celular ¢ entrada em anafase.
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Em suma, o processo é o seguinte:

Cinetdcoro nao-ligado / Tensao inadequada

l Ativacao do checkpoint
Liheracao de complexos MAD-BUB-Cdc20

l

Inativacdao do APC wesp STOP na mitose

l OHK das proteinas do checkpoint

Dissociagao dos complexos MAD-BUB-CdcZ0
sl Ligagao APC-CdcZ0

|

Ativarian APC sssl progressao da anafase



ERROS NO PONTO DE CHECAGEM DO FUSO

Erros no ponto de checagem do fuso, por mutacées em genes que codificam elementos
que participam desse processo (ex: Mad2, Bub1), produzem elevadas taxas de eventos de
segregacao cromossOmica desigual, formando células portadoras de um conjunto
cromossémico alterado.

As mutacdes que comprometem o ponto de checagem do fuso durante o processo mitético
contribuem para a instabilidade cromoss6mica, gerando anomalias cariotipicas. Se a célula inicia a
anafase e comega a segregacao cromossOmica sem que todas as cromatides tenham estabelecido
conexdes com ambos os poélos do fuso, algumas células irdo herdar duas copias de um
cromossomo, enquanto outras, nenhuma. Rearranjos cromossdémicos e aneuploidias sao
marcadores de células tumorais, sugerindo que a falha no ponto de checagem do fuso é um
passo fundamental na conversdo de uma célula normal em um cancer.

Além disso, perdas momentaneas de funcdo do checkpoint em mitoses pds-zigbticas
podem produzir mosaicismos cromossémicos para determinada trissomia (ex: Sindrome de Down).

Apesar do maior interesse cientifico ao estudo do checkpoint mitético (pela conseqliente
producao de células neoplasicas), esse mecanismo também esté presente durante a meiose. E, da
mesma forma, erros no ponto de checagem do fuso produzem alteracdes cariotipicas que, nesse
processo de divisdo celular, determinam a formagao de gametas cromossomicamente alterados.
Esses gametas aneupl6ides poderdo dar origem a criangas sindrémicas ou ser a possivel causa de
abortamentos espontaneos, pois o zigoto formado possui malformagdes incompativeis com a vida
(ex: 47, XX+16).
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Estudos sobre a fungdo do checkpoint durante a meiose mostraram que a inativagéo do
ponto de checagem por uma mutagdo na MAD2, por exemplo, leva a um grande aumento na taxa
de segregacdo cromossémica desigual durante a meiose |, mas parece ndo aumentar
significativamente a taxa de erro para a meiose |I.

Uma possivel explicagdo para o fato da auséncia do ponto de checagem do fuso integro
comprometer a meiose | diferentemente da meiose Il € que os cromossomos sdo mantidos
unidos de maneiras diferentes nos dois processos.

Na meiose Il, as cromatides-irmas estdo conectadas diretamente umas as outras pelos
seus centrobmeros, o que pode evitar que ambos os cinetécoros se liguem a microtlbulos
provenientes do mesmo pélo do fuso. Na meiose |, devido aos locais de recombinagéo, o par de
homélogos é mantido unido pelos quiasmas ao longo de seus bragos, em locais especificos.
Quanto maior o cromossomo, maior a distancia entre o centrdbmero e o local de recombinacao,
criando uma ligagdo mais flexivel entre os cinetécoros dos dois homodlogos. Essa flexibilidade pode
fazer com que os cinetdcoros dos dois homdlogos se tornem funcionalmente mais independentes,
aumentando, assim, a incidéncia de eventos onde ambos os pares de cromatides se liguem a
microtdbulos provenientes do mesmo pélo do fuso.

IMPLICACOES CLINICAS

As alteragcbes no ponto de checagem do fuso estéo relacionadas:
- ao inicio do processo neoplasico: altos niveis de instabilidade cromossdmica relacionados a
alterac6es no mecanismo do checkpoint mitético foram encontrados em diversos tipos de células
tumorais, entre elas, adenocarcinoma e carcinoma de pequenas células de pulmao,
adenocarcinoma colorretal, hepatocarcinoma e carcinoma ductal invasor de mama.
- formagéo de zigotos com conjunto cromossémico alterado, levando a abortos espontaneos ou
nascimento de criancas sindrémicas.

CATASTROFE MITOTICA

Processo de morte celular que ocorre durante a mitose (precisamente na metafase) e que
resulta de uma combinagdo de checkpoints ineficientes (particularmente do checkpoint de dano do
DNA e do checkpoint do fuso mitético) e de dano celular. Este dispositivo molecular de morte da
célula danificada previne a aneuploidia €, conseqlientemente, a oncogénese.

A base molecular da catéstrofe mitdtica contempla a ativagdo de caspases pelo citocromo
c. As caspases sao responsaveis por interferir na permeabilidade da membrana mitocondrial, com
desestruturacdo dessa organela. Ha, entdo, falta de energia para a célula, que tem consequente
retracdo do citoplasma celular, fragmentagéo nuclear e cromatindlise.




Mitotic

O mecanismo de catastrofe mitética também esta sujeito a erros. Existem inibidores das
caspases e agentes que inibem o aumento na permeabilidade da membrana mitocondrial que
podem impedir o processo de catastrofe mitdtica. Ndo havendo morte celular por meio deste
mecanismo, estard favorecido o desenvolvimento neoplasico.



