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Resumen

El ciclo celular consiste en una serie de eventos precisamente coordinados que permiten el
crecimiento y la proliferacion celular. Para asegurar la correcta progresion a través del ciclo, las
células han desarrollado una serie de puntos de control que previenen la entrada en una nueva
fase del ciclo hasta que hayan completado exitosamente la anterior. Los principales
componentes de la maquinaria del ciclo celular son las quinasas dependientes de ciclinas
(CDK), las que, cuando son activadas, permiten a las células pasar de una fase del ciclo a la
siguiente. Estas CDK son reguladas positivamente por las ciclinas y negativamente por las
proteinas celulares denominadas inhibidores de las CDK (CKI). El cancer representa una
desregulacién del ciclo celular y las células tumorales sufren una proliferacion descontrolada.
Dado que los tumores se originan, a menudo, en tejidos adultos en los que la mayoria de las
células se encuentran en estado quiescente, la ventaja proliferativa que presentan las células
tumorales se basa en la habilidad de sortear la quiescencia. El conocimiento de los
mecanismos moleculares que controlan este balance entre los estados proliferativo y
quiescente, permitiran aclarar el modo por el cual las células normales se convierten en

tumorigénicas y el disefio de nuevas estrategias antitumorales.

Palabras clave: ciclo celular — cancer — proliferacién — quiescencia — CDK - ciclinas
Proliferation or quiescence: a critical cellular decision

Abstract

The cell cycle represents a series of tightly integrated events that allow the cell to grow and

proliferate. To ensure proper progression through the cell cycle, cells have developed a series

17



Revista QuimicaViva- Namero 1, afio 6, mayo 2007- guimicaviva@gb.fcen.uba.ar

of checkpoints that prevent them from entering into a new phase until they have successfully
completed the previous one. Critical parts of the cell cycle machinery are the cyclin-dependent
kinases (CDK), which, when activated provide a means for the cell to move from one phase of
the cell cycle to the next. The CDKs are regulated positively by cyclins and regulated negatively
by naturally occurring CDK inhibitors (CKI). Cancer represents a dysregulation of the cell cycle
and tumor cells undergo uncontrolled proliferation. Since tumors most often originate from adult
tissues, in which most cells are quiescent, the proliferative advantage of tumor cells arise from
their ability to bypass quiescence. Understanding the molecular mechanisms that control this
balance between the proliferative and quiescent states, should provide insights into how normal

cells become tumorigenic and to design new cancer strategies.

Key words: cell cycle — cancer — proliferation — quiescence — CDK - cyclins

Introduccion

La proliferacién celular implica la division mitética de una célula, luego de la duplicacién de su
material genético, para dar origen a dos células que, normalmente, son idénticas a la
progenitora. El aumento en el nimero ce células de un determinado tejido es inherente a la
proliferacién. Por el contrario, en el estado de quiescencia, la célula cumple con todas sus
funciones especificas, al igual que en el caso anterior, pero sin duplicar su contenido genémico
ni dividirse. A estos dos estados diferentes los une, inevitablemente, una de las més cruciales
decisiones que toda célula de los metazoos debe adoptar, decision que, erroneamente tomada,
puede causar dafios irreversibles y fatales para todo el organismo. Es asi que una célula
proliferante debe optar entre continuar en el ciclo celular dando otra ronda de divisién o, por el
contrario, quedar en estado de quiescencia. De igual modo, las células quiescentes deben
decidir si continuar en un estado no proliferativo o ingresar al ciclo celular y dividirse. Durante el
desarrollo temprano, muy pocas células abandonan el ciclo celular, pero en el estado adulto, la
mayoria de ellas se encuentran en estado quiescente. Sélo células especializadas, tales como
las del sistema hematopoyético, el epitelio intestinal o hepéticas, mantienen una proliferacién
activa en el organismo adulto. Frente al hecho, entonces, que todas las células proliferantes
tienen la capacidad de entrar en quiescencia y, por otro lado, todas las células quiescentes,
salvo aquellas que han alcanzado una diferenciacién terminal, pueden reingresar al ciclo de
divisiéon mitotica, surge el interrogante acerca de cuales son los mecanismos que controlan esta
verdadera toma de decisiones celular. Y mas inquietante aun, ¢cudles son las consecuencias
asociadas a una desregulacion de estos mecanismos? (Hahn and Weinberg, 2002; Hanahan
and Weinberg, 2000; Malumbres and Barbacid, 2001). Las células cancerosas muestran, a
menudo, alteraciones en los caminos de transduccién de sefiales asociados a la proliferacion
en respuesta a estimulos externos. De hecho, muchos factores de crecimiento y sus
receptores, asi como sus intermediarios y efectores localizados en membrana, citoplasma o

nacleo han sido identificados como oncogenes o como supresores tumorales. Ademas de
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estos, otros genes mutados en canceres incluyen aquellos relacionados con la inactivaciéon de
la apoptosis, la induccién de la inestabilidad gendémica o la promocién de la angiogénesis. La
mutacién en estas moléculas resulta en una alteracién de los mecanismos regulatorios que
controlan el ciclo celular (Ben-Porath and Weinberg, 2005; Blume-Jensen and Hunter, 2001;
Sherr, 2004) .

Ciclo basico

El ciclo celular se divide en cuatro fases. Durante dos de ellas las células ejecutan los eventos
fundamentales de la divisidn celular: la generacién de una copia fiel de su material genético (la
fase de sintesis 0 S) y la particion de todos los componentes celulares entre las dos células
hijas (mitosis o fase M). Las otras dos fases del ciclo, G1 y G2, representan periodos de espera
(del inglés “gap”) durante los cuales las células se preparan para completar con éxito las fases
S y M, respectivamente. Cuando las células cesan de proliferar, ya sea debido a sefiales
antimitogénicas o por la ausencia de sefiales mitogénicas, egresan del ciclo y entran en el
estado de no divisiébn quiescente, ya mencionado, y que se conoce como GO (Lukas and
Bartek, 2004). De modo de asegurar la progresion a través del ciclo, las células han
desarrollado una serie de puntos de control que evitan el pasaje a una nueva fase del ciclo
antes que la anterior haya sido completada exitosamente (Kastan and Bartek, 2004; Lukas et
al., 2004; Martin, 2003). Es probable, también, que las células quiescentes deban pasar ciertos
puntos de control antes que puedan entrar al ciclo. Por ejemplo, las células deben asegurarse
gue hayan llegado a su tamafio homeostatico y adquirido la masa proteica necesaria ya que,
de lo contrario, seran cada vez mas pequefias con cada ronda del ciclo celular. Los metazoos,
ademas, deben controlar el numero de células de cada 6rgano lo cual, junto con el tamafio
celular, determinara el tamafio del organismo. Este punto, el crecimiento celular, es minimizado
frecuentemente cuando se habla de proliferacion. En realidad, ambos eventos deben estar
perfectamente coordinados. Solamente en algunos sistemas biolégicos, tales como los oocitos,
las neuronas o las células musculares, donde puede haber crecimiento sin division, o en los
huevos fertilizados, donde ocurre la divisidn celular en ausencia de crecimiento, estos procesos
funcionan en forma independiente. En la mayoria de las células, sin embargo, la divisién celular
debe estar acompafiada de un crecimiento acorde, de lo contrario, se obtendran células cada
vez mas pequefias lo que puede afectar su viabilidad (Radimerski et al., 2002; Wullschleger et
al., 2006). Los elementos reguladores que controlan estos parametros no son muy conocidos
aunque, con toda seguridad, deben ser influenciados por el medio exterior, ya sea la cantidad
de nutrientes disponibles o la informacién mitogénica recibida en un momento determinado.
Evidentemente, el mantener un adecuado equilibrio entre estos dos parametros es esencial
para una correcta division celular. Si las células presentan requerimientos mitogénicos
demasiado estrictos, pueden ser incapaces de proliferar cuando sea necesario, por ejemplo en
el caso de heridas o durante una infeccion. Por el contrario, el relajamiento de los
requerimientos mitogénicos puede llevar a una proliferacién descontrolada con el consiguiente

peligro de crecimiento neoplasico. Las células en cultivo tienen un periodo durante el cual
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dependen de la presencia de mitdgenos para entrar y continuar en el ciclo, méas alla del cual se
independizan de ellos. Esta transicién se conoce como punto de restriccion o punto R y
representa un punto de no retorno que compromete a las células a una nueva divisién celular
(Stein et al., 2006).
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Figura 1. El ciclo celular. El esquema muestra las distintas

etapas del ciclo y las proteinas y factores que regulan la
transicion entre cada una de ellas.

Moléculas Quinasas dependientes de ciclinas

Las moléculas centrales en el mecanismo de control del ciclo celular (Figura 1) son las
guinasas dependientes de ciclinas (CDKs). Estas constituyen un grupo de serina/treonina
quinasas que forman complejos heterodiméricos activos al unirse a sus subunidades
regulatorias, las ciclinas. Varias CDKs, principalmente CDK4, CDK6, CDK2 y posiblemente
CDKa3, actiian en forma cooperativa para conducir las células hacia la fase S, a través de la
fase G1. Las CDK4 y CDK6 estan involucradas en el pasaje durante G1 temprano, mientras
gue CDK2 es requerida para completar G1 e iniciar la fase S. Las primeras forman complejos
activos sélo con las ciclinas de tipo D (D1, D2 y D3) y estan, desde un punto de vista
estructural, estrechamente relacionados y son funcionalmente indiferenciables. Por su parte, la
CDK2 es activada secuencialmente por las ciclinas de tipo E (E1 y E2), durante la transicion
entre las fases G1 y S, y por las ciclinas A (Al y A2) durante la fase S. Todavia no se conoce el
papel desempefiado por la CDK3 y debido a sus bajos niveles de expresiéon y a su estado
inactivo en una gan variedad de tejidos, su participacion en el ciclo celular seria prescindible
(Murray, 2004; Sandal, 2002) . Ciclinas D Las ciclinas de tipo D desempefian un papel
importante en la integracion de las sefiales mitogénicas y, se puede decir, que constituyen el

punto de conexidn entre el medio extracelular y el ciclo celular. Una vez que los factores de
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crecimiento interaccionan con sus receptores localizados en la membrana plasmatica, se
dispara una cascada de transduccion de sefiales cuyo eje principal es la via Ras/Raf/MAPK,
uno de cuyos principales lo constituye la sintesis de ciclina D1. Esta ciclina D1, cuya
interaccion con CDK4/6 permite la entrada de la célula en la fase G1 del ciclo celular, es, a su
vez, una molécula muy inestable. La ciclina D1 es blanco de la ubiquitinacién por la ligasa SCF
y, luego de su transporte desde el nudcleo al citoplasma, degradada por el sistema de
proteosoma. Esta exportacion nuclear, luego de la ubiquitinacion, es mediada por la enzima
glucégeno sintetasa quinasa 3-8 (GSK3), una quinasa que es inhibida por la via de
sefializacion Ras/PI3K/AKT. De este modo, la disponibilidad de ciclina D1 es controlada por un
balance entre su sintesis, dependiente de Ras/Raf/MAPK y su estabilidad, dependiente de
Ras/PI3K/AKT, por un lado y la actividad de GSK3 y SCF, por el otro. Sin embargo,
recientemente se ha visto que las células que carecen de ciclina D1 pueden proliferar,
indicando que esta molécula no seria estrictamente necesaria para la entrada en fase G1.
Como las tres ciclinas D presentan una homologia muy alta y son coexpresadas en la mayoria
de los tejidos, es posible que sus funciones tengan redundancia (Lutzen et al., 2004; Murray,
2004; Ortega et al., 2002). Reguladores de CDK Se deduce que, regulando la actividad de las
CDK, es posible controlar la entrada de las células al ciclo celular. Como ya se menciond, las
CDK pueden ser reguladas positivamente a través de su union con las ciclinas, pero también
negativamente por medio de su interacciéon con los inhibidores de CDK (CKIl) (Sherr and
Roberts, 1999). La actividad de las CDK es regulada también por fosforilacion; éstas deben ser
fosforiladas en un residuo treonina (T172 en CDK4 y T160 en CDK2) que causa una
modificacion en la conformacién de la proteina y un aumento en la exposicién del sitio
catalitico. Esta modificacion es llevada a cabo por el complejo CDK7/ciclina H, también
conocida como CAK (quinasa activadora de CDK). También hay fosforilaciones inhibitorias,
como las que se realizan en la CDK1 sobre los residuos T14 y Y15 y que son catalizadas por
guinasas especificas como las Weel y MYT1. Esta inhibicion es anulada cuando las fosfatasas
CDC25A y CDC25B defosforilan dichos residuos (Donzelli and Draetta, 2003; Essers et al.,
2005). Los CKI se dividen dos familias, cada una de ellas constituida por varios miembros, de
acuerdo a las CDK que inhiben. La familia INK4 consta de cuatro proteinas, pl6INK4a,
pl5INK4b, p18INK4c y pl19INK4d, que ejercen su accion inhibitoria sobre las CDK4 y CDK®,
uniéndose a ellas e impidiendo su asociacién con las ciclinas de tipo D. Estas proteinas son
estructuralmente muy relacionadas e igualmente potentes como inhibidores por lo que sus
funciones aparentarian cierta redundancia. Recientemente, sin embargo, se han descripto
funciones diferentes en algunas de ellas relacionadas con diversos procesos metabdlicos como
la reparacion del DNA, senescencia y diferenciacion (Cunningham and Roussel, 2001; Roussel,
1999). La familia restante, la de los inhibidores Cip/Kip, la constituyen tres miembros conocidos
como p21Cipl/Wafl, p27Kipl y p57Kip2. Estos forman complejos heterotriméricos con las
CDK vy ciclinas restantes inhibiendo, de este modo, su actividad quinasa. Hay evidencias que
estos inhibidores no sélo no inhibirian los complejos CDK4/6 sino que, por el contrario,

aumentarian su actividad favoreciendo la estabilidad de su unién con la ciclina D1. Los CKI son
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inducidos por una gran variedad de estimulos en respuesta a diferentes procesos metabdlicos,
regulacién que, en muchos casos, aln no es completamente conocida (Pei and Xiong, 2005;
Vidal and Koff, 2000). Sustratos de CDK Los principales sustratos de las CDK4/6 y CDK2 son
las proteinas que se incluyen en la familia retinoblastoma (Rb), es decir la proteina
retinoblastoma propiamente dicha, p107 y p130. Estas proteinas interaccionan con la familia de
factores de transcripcion E2F de modo de mantenerlos inactivos durante la fase M y en GO. Los
complejos Rb-E2F participan en la represién activa de los promotores de ciertos genes,
involucrados en la proliferacion celular. Este mecanismo de represion involucra el
reclutamiento, por medio del complejo Rb-E2F, de proteinas involucradas en el mantenimiento
de una estructura cerrada de la cromatina, tales como histona deacetilasas e histona
metiltransferasas. La actividad de las proteinas Rb es modulada por la fosforilacién secuencial
catalizada por los complejos CDK4/6-ciclina D y CDK2-ciclina E y, en menor medida, por la
acetilacion mediada por histona acetiltransferasas como p300/CBP. La hiperfosforilacion de las
proteinas Rb, libera las moléculas que permanecian unidas en las isoformas hipofosforiladas
de Rb, principalmente los factores E2F, permitiendo la prosecucion hacia otras etapas del ciclo

celular (Trimarchi and Lees, 2002).
Regulacion de la fase G1 en células normales

Durante la fase G1 temprana las células integran la informacién proveniente de los estimulos
mitogénicos y de la disponibilidad de nutrientes y se preparan para comenzar la proliferacién y
el pasaje a través de las siguientes fases del ciclo celular. Como ya vimos, la activacion de las
vias de transduccion apropiadas genera un aumento en los niveles nucleares de ciclinas de
tipo D con la subsecuente formacién de los complejos con las CDK4/6 y su posterior activacion.
La proteina Rb comienza a ser parcialmente fosforilada, lo que resulta en la activacion de los
factores de transcripcion de la familia E2F quienes, interaccionando con los factores DP,
inducen la expresion de un gran niumero de genes. Las moléculas proteicas generadas en
respuesta a esta activacion, entre ellas la ciclina E, son requeridas para completar la fase G1.
El aumento de ciclina E, permite la activacion de CDK2 que fosforila a su vez a la proteina Rb
permitiendo una mayor disponibilidad de factores E2F-DP lo que asegura la sintesis de las
proteinas necesaria para el ingreso en la siguiente fase del ciclo, la fase S. En esta situacion la
prosecucion a lo largo del ciclo celular se haria independiente del influjo de mitégenos, ya que
la actividad CDK2-ciclina E reemplazaria al complejo CDK4/6-ciclina D en la fosforilacion de Rb
y, por ende, en la activacion de los factores E2F (Attwooll et al., 2004; Cam and Dynlacht,
2003). Las CDK4/6 contribuyen a la activacion de CDK2 de dos modos. El primero, como ya se
menciond, fosforilando parcialmente a Rb e incrementando la sintesis de su subunidad
regulatoria, la ciclina E. La segunda, por medio de la formacion de complejos heterotriméricos
CDK4/6-ciclina D-inhibidores Cip/Kip. Esta interaccion impide que esta familia de CKI inhiba la
naciente actividad de CDK2, permitiendo la transicién G1/S. Al alcanzarse esta transicion, la
aparicion de los inhibidores de la familia INK4, desplazan a la ciclina D de su interacciéon con

CDKa4/6, lo que lleva a la degradacion de ciclina D, segln ya se vio, y a la liberacion de los
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inhibidores Cip/Kip, secuestrados por el complejo mencionado. El aumento de los niveles de
estos inhibidores Cip/Kip, conducen a la inactivacion de CDK2 y la degradacion de ciclina E, ya
gue es sustrato de una ubiquitin ligasa especifica. En estos momentos, han aumentado los
niveles de ciclina A, que reemplaza a la anterior en su uniébn a CDK2, permitiendo la
continuidad del ciclo a través de la fase S. Es evidente que, para una nueva ronda de
proliferacion, se necesitara de una renovada estimulacion con factores mitogénicos (Massague,
2004).

Alteraciones en proteinas del ciclo celular encontradas en tumores

humanos

El andlisis genético y molecular de neoplasias desarrolladas en seres humanos demuestra que,
en la gran mayoria de ellos, se encuentran mutaciones o alteraciones en la expresidn de genes
gue codifican para proteinas reguladoras del ciclo celular. Este hecho subraya la importancia
del estricto control que debe ser mantenido sobre el equilibrio quiescencia—proliferacion para la
prevencion del cancer en humanos. Es este el motivo por el cual, practicamente en todos los
tumores, hay algun tipo de mutacion o alteracion de la expresion en elementos del ciclo que
gobiernan el pasaje por la fase G1 o la transicion G1/S. El eje ciclina D-CDK4/6-INK4-Rb se
encuentra casi universalmente alterado en los canceres humanos. Si bien en algunos tumores
se registra la pérdida por mutacion de Rb, la mayoria de ellos conservan una proteina Rb
salvaje, pero tienen fuertemente incrementada la actividad del complejo ciclina D-CDK4/6
debido a mudltiples factores. El principal mecanismo para el aumento de esta actividad
corresponde a la inhibicién de la familia de inhibidores INK4, especialmente p16INK4a, ya sea
por supresion parcial del gen, mutaciones puntuales o silenciamiento transcripcional por
metilacion de su promotor. Este bloqueo de pl6INK4a permite a las células, durante la
evolucién maligna, sortear la senescencia y la deja con una alta actividad de CDK4/6 lo que se
traduce en una ventaja proliferativa y de crecimiento. La proteina p1l6INK4a es, por lo tanto, un
supresor tumoral muy importante, habiéndose demostrado que, ratones que tienen anulado el
gen para dicha proteina, presentan una marcada predisposicion a la tumorigénesis. Otros
mecanismos alternativos para la alteracién del eje mencionado consisten en la amplificacion
del gen de CDK4, con el consiguiente aumento en el nUmero de moléculas proteicas, lo que
incrementa significativamente la actividad proliferativa, y la mutacion conocida como
CDK4R24C. Esta mutacion puntual en el gen de la CDK4, frecuente en melanomas muy
agresivos, resulta en una CDK4 sin capacidad de unirse a las proteinas INK4, por lo que
mantiene una actividad catalitica practicamente constitutiva. Estos factores que predisponen a
la formacién de tumores: la pérdida de Rb, la inactivacion de pl6INK4a y la amplificacién o
mutacién de CDK4, son eventos mutuamente excluyentes. Se ha visto que, en modelos
animales, la expresion de la mutante CDK4R24C y la supresion de las proteinas INK4 no
actian en forma cooperativa en el desarrollo de tumores, siendo este hecho consistente con la

hipétesis que indica que la funcién primaria de las proteinas de la familia INK4 es la inhibicion
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de la actividad de CDK4 (Lowe et al., 2004; Shapiro, 2006). Otro evento comun en el desarrollo
de tumores es la sobrexpresion de ciclina D1, debida a rearreglos cromosomales, que se
presenta en hiperplasias mamarias, linfomas y mielomas, o por amplificacion génica. También
se ha observado un “splicing” alternativo del mMRNA de ciclina D1, obteniéndose un transcripto
gue codifica a la ciclina D1b a la que le falta el extremo carboxilo. En este extremo se ubica la
treonina 286 que es fosforilada por la GSK3 que, como se mencion6 mas arriba, sefaliza para
la exportacion nuclear y ulterior degradacion de dicha ciclina. Esta variante, entonces, es
constitutivamente nuclear exhibiendo una elevada capacidad transformadora sugiriendo que la
disponibilidad de la ciclina D1 en el nacleo y su mayor estabilidad es un factor mas importante
para la tumorigenicidad que la sobrexpresién. Al contrario de lo que ocurre con CDK4, la
sobrexpresion de ciclina D1 a menudo es acompafiada por la pérdida de la funcion de las INK4,
sugiriendo que ambos eventos cooperan en la promocioén de la transformacién oncogénica. Por
otro lado, la pérdida de pl6INK4a o la sobrexpresion de ciclina D1 incrementa la cantidad de
CDK4 disponible para su ensamblado con ciclina D y con las proteinas de la familia Cip/Kip.
Este secuestro de los inhibidores Cip/Kip por el complejo CDK4/6-ciclina D resulta en una
mayor activaciéon de CDK2-ciclina E y, por ende, en un incremento de la fosforilacion e
inactivacion de la proteina retinoblastoma. Por lo tanto, el aumento de la actividad de CDK2 y
de la capacidad proliferativa celular, es también consecuencia de alguna de las alteraciones
descriptas en el eje ciclina D-CDK4/6-INK4—Rb. En algunos tumores se encuentra una forma
hiperactiva de ciclina E, de bajo peso molecular, generada por protedlisis debida a la accién de
la elastasa o la calpaina o la presencia de niveles disminuidos del inhibidor p27Kipl como
resultado de un incremento en su degradacion mediada por proteasoma. Ambas situaciones
dan como consecuencia una proliferacion celular aumentada (Malumbres and Barbacid, 2001;
Massague, 2004; Schwartz and Shah, 2005).

Conclusiones

Podemos considerar el cancer como una patologia del ciclo celular. En forma precisa, una
enfermedad restringida al inicio del ciclo, es decir la fase G1 y la transicién hacia la fase S. En
estas etapas, residirian los eventos moleculares criticos, cuya desregulacion, habilita,
potencialmente, la formacion de tumores. Aunque, como hemos visto, muchos mecanismos
reguladores especificos del ciclo celular han sido estudiados en profundidad in vitro, quedan
todavia muchas incognitas acerca de cémo estos procesos celulares estan desregulados en
forma coordinada con la divisién celular en canceres humanos. Los estudios actuales se han
focalizado en aspectos cruciales de la regulacion del ciclo celular in vivo, tales como los
caminos de sintesis y degradacion o protedlisis de proteinas esenciales para el ciclo, su
regulacion por modificaciones postraduccionales y las funciones redundantes o especificas
entre los miembros de las distintas familias de proteinas intervinientes, en especial las de los
CKI. La estrecha relacion entre el ciclo celular y el cancer se ve reflejada en el gran nimero de
terapias antitumorales, en distintas fases de los estudios clinicos, que apuntan a algunos de los

mecanismos que gobiernan las etapas mencionadas del ciclo celular.
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