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Excmo. Sr. Presidente,
Sras. y Srs. Académicos,
Sefioras y Sefiores.

Agradezco a la Junta de Gobierno y a los miembros de la seccion Segunda de
Biologia, Biotecnologia y Farmacocinética por el distinguido encargo de pronun-
ciar el discurso de apertura de la Real Academia Nacional de Farmacia del curso
Académico del afio 2023

1. INTRODUCCION

En el libro titulado ;Qué es la vida? (1) el cientifico y Premio Nobel britanico
Paul Nurse expone que en Biologia hay 4 6 5, Grandes Ideas y que si estas ideas
se combinan entre si nos ayudan a entender qué es la vida y su complejidad.

Entender qué es la vida desde la Biologia, no es solamente algo apasionante,
dice Nurse, sino también necesario porque muchas actividades estan poniendo en
peligro los ecosistemas y para conservar la vida tal y como la conocemos vamos
a necesitar todos los conocimientos que podamos obtener estudiando el mundo
vivo. Asi pues, necesitamos entender lo mejor posible qué es la vida.

Una de las ideas para entender qué es la vida y sobre todo cémo funciona, es
que muchas de las actividades de la vida pueden ser entendidas en términos de
Quimica, esto es de las reacciones quimicas que tienen lugar en las células. Es
una idea que tiene sus origenes en los estudios sobre la fermentacion. Lavoisier
(1743-1794) uno de los fundadores de la Quimica moderna propuso que “la fer-
mentacion era una reaccidén quimica”. Algunos afios mas tarde, Pasteur, identifico
las levaduras como el “fermento” responsable, y llegé a concluir que las reaccio-
nes quimicas eran “la expresion de la vida de las células.” Trabajos realizados a
finales del siglo XIX y principios del XX, por célebres investigadores como Ber-
thelot, los hermanos Buchner y otros, mostraron finalmente que la fermentacion,
podia ser reducida a reacciones quimicas catalizadas por sustancias intracelulares
llamadas enzimas.
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Generalizando a partir de estos resultados, se puede decir, que la mayoria de las
actividades de las células estan basadas en reacciones quimicas catalizadas por
enzimas. En su interior tienen lugar de manera simultanea miles de reacciones
quimicas y estas son responsables de los fenomenos vitales de los organismos
VIVOS.

Cada una de estas reacciones requieren un microambiente especifico para llevar
a cabo su funcion de manera efectiva y estos microambientes necesitan estar se-
parados unos de otros. Las células, utilizan una serie de mecanismos para llevar
a cabo esto. Al nivel mas simple, las superficies de los enzimas proporcionan
espacios que pueden aislarse del ambiente local. Si los enzimas se combinan
entre si, se generan complejos, los cuales presentan mejores oportunidades para
el aislamiento del microambiente quimico. Esto conduce, a la canalizacion de
sustratos y productos desde un enzima al siguiente, a través de una serie ordenada
de reacciones que constituyen las llamadas rutas metabdlicas. Los complejos de
enzimas pueden a su vez, formar verdaderas maquinas moleculares aisladas del
ambiente local, como los ribosomas, responsables de la sintesis de proteinas. Los
organulos subcelulares rodeados de membranas proporcionan un modo de poder
confinar en compartimentos algunas reacciones quimicas. Finalmente, la célula
entera rodeada por una membrana plasmatica separa el contenido celular total del
mundo externo. Esta variedad de microambientes organizados espacialmente da
lugar a la compleja estructura de la célula.

La organizacion bioldgica opera en un rango de niveles que va desde las células a
los organismos, las poblaciones y los ecosistemas. Desde hace tiempo, los bioqui-
micos se han especializado en estudiar la vida a nivel celular, porque la célula no
es solo la unidad estructural sino también la unidad funcional de la vida y exhibe
todas sus caracteristicas

Por otra parte, segun el famoso cientifico y Premio Nobel francés J. Monod, las
células y los procesos vitales contienen lo que ¢l llamo “teleonomia”, una organi-
zacion y una serie de comportamientos encaminados a un proposito (2).

La division celular es uno de estos procesos y la Mitosis es una fraccion del ciclo
de division celular. El objetivo de la Mitosis (el propdsito) es separar el genoma
tras su duplicacion y asegurar que las dos células hijas heredan un complemento
de cromosomas igual e idéntico. Para ello, las células construyen una estructura
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temporal llamada huso mitético. Es sin duda uno de los principales procesos ce-
lulares.

La historia de la investigacion de la mitosis comienza antes del descubrimiento
del ADN como deposito de informacion genética. Se ha logrado un rapido pro-
greso desde la introduccion de la tecnologia de ADN recombinante y descubri-
miento del control universal del ciclo celular. Hay una gran cantidad de genes
implicados, la mayoria conservados, que son necesarios para la progresion de las
etapas mitoticas tempranas a tardias.

En este discurso, voy a hacer una descripcion historica de la investigacion de
la mitosis senalando la importancia de diversos organismos modelo que se han
utilizado y exponer que dos “procesos bioquimicos, la fosforilacion dinamica y la
protedlisis, son los principales mecanismos de regulacion. Hay tres etapas en la
mitosis que tienen lugar de manera ordenada en el tiempo: la entrada en mitosis,
la separacion de las cromatidas y la salida de mitosis.

Quiero destacar también, que aspectos relacionados con la bioquimica de la mi-
tosis son relevantes para problemas biomédicos actuales como el cancer o el en-
vejecimiento.

2. HISTORIA DE LA INVESTIGACION DE LA MITOSIS

2.1 La primera descripcion de la Mitosis

Mitosis significa “hilo” en griego. En el siglo XIX, investigadores pioneros en
técnicas de microscopia optica descubrieron estructuras en forma de hilos en cé-
lulas tefiidas con colorantes antes de la division celular. Llamaron a esta etapa
“mitosis” por la apariencia de los hilos. Ahora se sabe que los hilos son cromoso-
mas condensados, que se hacen visibles con ayuda de microscopia optica durante
una etapa mitdtica llamada profase. A esta le sigue la metafase (en la que los
cromosomas se alinean en el medio de la célula), luego la anafase A en la que las
cromatidas idénticas (que comprende los cromosomas individuales ) se separan y
se mueven hacia los polos opuestos de la célula. Le sigue la anafase B, en la que
el huso se alarga y los cromosomas se acercan a los polos y la Telofase, fase ter-
minal de la mitosis durante la cual los cromosomas se descondensan, volviéndose
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nuevamente invisibles, la membrana nuclear se reforma y el huso se desmonta an-
tes de la citoquinesis o division celular (ver Fig.1 para la terminologia relacionada
con las fases G, G,, Sy M).

En comparacion con el ciclo de division celular completo, la mitosis es un pe-
riodo breve, durante el cual los cromosomas condensados se segregan con pre-
cision en nucleos hijos, con la ayuda de un conjunto de microtibulos, de polo a
polo, formando un huso. Ademas, hay otros microtubulos mas cortos, llamados
microtubulos astrales, que irradian desde los polos del huso hacia la corteza ce-
lular, en tanto que los llamados microtubulos del cinetocoro se unen a la region
de unioén a los cromosomas (llamados cinetocoros). Esto va seguido normalmente
por la citoquinesis que genera dos células hijas.

La primera persona en observar la mitosis en detalle fue un biélogo aleman, Wal-
ther Flemming, pionero de la investigacion de la mitosis de y también fundador
de la citogenética (3). Flemming describio6 el comportamiento de los cromosomas
durante la mitosis con asombrosa precision en una coleccion de 1882 titulada
Sustancia celular, nucleo y division celular. Para la visualizacion de los cromo-
somas, Flemming utilizé colorantes de anilina, que se unen a los cromosomas.

Cromosoma, en griego, significa cuerpo coloreado (“‘croma”) (“soma”). Un cro-
mosoma es una estructura organizada de ADN, proteinas y ARN, que cambia su
forma de manera espectacular durante el ciclo celular y bajo diferentes condicio-
nes fisioldgicas y fisicoquimicas.

La mayor parte del trabajo de Flemming se llevo a cabo antes del re-descu-
brimiento (1900) de los principios genéticos descubiertos por Mendel (1822-
1884). Flemming no tenia conocimiento del ADN, que fue descubierto como
una sustancia llamada “nucleina” en 1869 por el bioquimico suizo, Friedrich
Miescher, y mucho mas tarde, identificado como material genético por Oswald
y Avery (4).

Flemming utilizé una especie de salamandra como fuente de su material porque
las salamandras tienen cromosomas muy grandes. El tamafio del genoma en las
salamandras, puede ser aproximadamente 10 veces mayor que el de los humanos,
porque contiene una gran cantidad de ADN repetidos. En la época de Flemming,
las células que contenian cromosomas grandes eran una gran ventaja por facilitar
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su observacion. Posteriormente, los cromosomas grandes de las células epitelia-
les de los pulmones de triton, han demostrado ser también utiles en la filmacion
de videos de alta resolucion de la mitosis (5). Finalmente, el comportamiento
detallado de los cromosomas individuales (6) en la prometafase, fue claramente
observado por video microscopia de contraste de interferencia (Nomarsky) en los
afnos 1990 (7).

2.2 Interacciones nucleo-citoplasmicas en la Mitosis

Las técnicas de cultivo de células de mamiferos comenzaron en el siglo XIX por
un zoologo aleman, Wilhelm Roux. Las células aisladas de tejidos, primero se
cultivaban en cultivos primarios y luego se mantenian como lineas celulares o se
almacenaban para otros usos. El cultivo de células animales se convirtié en una
técnica convencional en la década de 1970. Rao y Johnson realizaron experimen-
tos clave que mostraron la induccion de la mitosis por factores de difusion libre
(8) (9). Usando la técnica de fusion celular, mezclaron nucleos en diferentes fases
del ciclo celular en el mismo citoplasma (heterocarion) e intentaron determinar si
nucleos en diferentes fases del ciclo celular podian influirse entre si. Sus resulta-
dos fueron bastante sorprendentes.

Cuando las células de la fase M se mezclaron con cé€lulas en fase G, S 0 G,
se produjeron mitosis prematuras mostrando la existencia de factores difusibles
capaces de promover la fase M en los nuicleos en interfase. Cuando los nucleos
en fase S se mezclaron con nucleos en fase G, los nucleos G1 también fueron
inducidos a iniciar la fase S, lo que sugiere que los nucleos en fase S contienen
también un factor difusible que induce la replicacion de ADN. En cambio, cuando
los nucleos en fase S se mezclaron con nicleos en fase G, estos no reiniciaron
la fase S.

Estos resultados sugirieron que los factores de induccion difusibles se producen
en los nucleos durante las fases S y M y que el factor promotor de la fase S solo
funciona en G,. El factor promotor de la fase M en cambio funciona en todo el
ciclo. Los experimentos de Rao y Johnson utilizando células de mamifero, pre-
pararon el terreno para descubrir las regulaciones del ciclo celular de mamiferos
que condujeron al descubrimiento de los factores promotores de la Mitosis (MPF)
y de las quinasas dependientes de ciclina (CDK).
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2.3 El descubrimiento de ciclina

La segunda observacion sobre MPF fue que su actividad oscilaba durante el ciclo
celular, sugiriendo que MPF podia estar ligado a “un reloj celular”.

Tim Hunt, bioquimico americano que trabajaba en la estacién maritima de Woods
Hole, en Estados Unidos, estudiaba el patron de sintesis de proteinas tras la fer-
tilizacion en el erizo de mar. El erizo de mar produce, tras la fertilizacion, ciclos
celulares embrionarios que se caracterizan porque carecen de fases G, y G,. Es
decir, en ellos, la fase S va seguida directamente de la Mitosis y de division ce-
lular.

Incubando huevos de erizo de mar fertilizados con un aminoacido radiactivo y
recogiendo muestras para su analisis, Hunt y cols. encontraron que varias bandas
de proteinas se acumulaban y que, una de ellas, desaparecia en la mitosis. La
conclusion a la que llegaron fue la existencia de una proteina llamada “ciclina”
que experimentaba una sintesis continua seguida de degradacion, probablemente
por un proceso de proteolisis. (10)

2.4 El control genético del ciclo celular

Durante muchos afios, la humanidad ha dependido de la levadura de gemaciéon
Saccharomyces, para hacer el pan y la cerveza. En 1857, Louis Pasteur (1822-
1895) descubrid el proceso de fermentacion con levadura y demostréd que la fer-
mentacion alcohdlica era llevada a cabo por células de levadura vivas y no por un
catalizador quimico. En el laboratorio, los bioquimicos han utilizado intensamen-
te la levadura para estudiar las funciones enzimaticas en diversas vias metaboli-
cas. Leland Hartwell, bidlogo molecular americano especializado en la sintesis de
ADN de mamifero, dirigi6 su atencion a la genética de la levadura sobre 1965 e
introdujo un nuevo enfoque para la investigacion del ciclo celular. En un trabajo
inicial aislé y caracterizd 400 mutantes de Saccharomyces cerevisiae sensibles a
la temperatura (ts), y defectuosos en ciertos aspectos del ciclo de division celular
(11). Estos mutantes eran incapaces de formar colonias en medios de cultivo a
36 °C, pero crecian normalmente a 23 °C. Se estudiaron asi, mutantes de pérdida
de viabilidad, de cambio morfoldgicos, de aumento de numero células, de capa-
cidad de sintesis de proteinas, de acido ribonucleico (ARN) y acido desoxirribo-
nucleico (ADN), etc. después de un cambio de 23 °C (temperatura permisiva) a
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36 °C (temperatura restrictiva). Se encontraron mutaciones que daban lugar a una
pérdida de capacidad para la sintesis de proteinas, sintesis de ARN, sintesis de
ADN, division celular o la formacion de pared celular. Al caracterizar mutantes
de genes que controlan diferentes etapas del ciclo celular, se denominaron mutan-
tes cdc (del ciclo de division celular).

Después de caracterizar mutantes cdc en las etapas diferentes del ciclo celular,
Hartwell, propuso un modelo que explica el orden de los sucesos del ciclo celu-
lar deducido de los fenotipos de mutantes ts en la levadura de gemacién. Estos
estudios pioneros, se realizaron antes de la era de la clonacion y secuenciacion
de ADN y de la tecnologia de ADN recombinante. En el momento del aislamien-
to de los mutantes cdc, no habia esperanzas concretas de que los genes de las
mutaciones y las funciones moleculares de los productos génicos fueran a ser
aclarados en un futuro préximo. Sin embargo, Hartwell y sus colaboradores iden-
tificaron el gen CDC28 como el regulador crucial del ciclo celular, que mas tarde
resultd ser la subunidad catalitica de CDKI.

La levadura de fision, Schizosaccharomyces pombe, es también un modelo para
estudiar el control del ciclo celular, la mitosis y la Biologia del genoma. S. pom-
be posee aproximadamente 5000 genes y se cree que se separo en la evolucion
de S. cerevisiae hace unos mil millones de afnos. Los estudios en paralelo de
ambas levaduras son utiles porque lo que es cierto en ambas levaduras a menu-
do es aplicable a los vertebrados. Mitchison y Leupold, iniciaron la fisiologia
celular y la genética de S. pombe en la década de 1950 (12) (13). Las células
vegetativas de S. pombe tienen forma de bastoncillo y el microorganismo au-
menta de longitud durante su crecimiento. Utilizando esta propiedad, Fantes y
Nurse (14) aislaron mutantes en el tamafio celular. Mas tarde se encontrd que
mutantes defectivos en Cdc2, Weel y Cdc25, eran importantes quinasas y fos-
fatasas de regulacion del ciclo celular (15). La levadura de fision tiene solo tres
cromosomas, y la condensacion del cromosoma mitético se visualizo utilizando
una sonda fluorescente, DAPI (1,4-diaminidino-2- fenilindol), para la tincidon
de ADN (16). Su genoma contiene heterocromatina, con la histona H3 metilada
en lisina 9 en centromeros, telémeros, e incluye numerosos ARN no codifican-
tes (17).

11



José Miguel Ortiz Melon

2.5 Descubrimientos que relacionan MPF con Cdk

Los estudios de Rao y Johnson mostraron que las interacciones nucleo- cito-
plasma son importantes para la regulacion de la mitosis. Masui y Markert (18)
plantearon la hipdtesis de la presencia de un factor citoplasmatico llamado MPF
(Mitosis Promoting Factor) en la embriogénesis de huevos de rana (Rana pipiens)
tratados con progesterona. Inyectando citoplasma de ovocitos tratados con pro-
gesterona en varias etapas de maduracidon pudieron identificar actividades cito-
plasmicas. La sustancia responsable no fue identificada en el momento, pero la
produccion de MPF no se veia afectada por la eliminaciéon del nticleo. MPF fue
identificado mas tarde por el hecho de causar la ruptura de la vesicula germinal
en ovocitos de Xenopus y por inducir la metafase mitotica en un sistema libre
de células. Diecisiete anos después del descubrimiento inicial, Lohka et al. (19)
informaron de la purificacion de MPF a partir de extracto de huevo mediante
precipitacion con sulfato amodnico y seis pasos cromatograficos. En las prepa-
raciones mas purificadas estaban presentes dos bandas de proteinas. Este mate-
rial contenia una intensa actividad de proteina quinasa que fosforilo la histona
H1. Ese mismo afio, Maller y colaboradores (20) informaron que uno de los dos
componentes en el MPF purificado, era en realidad el homologo de la quinasa
de levadura de fision Cdc2 (homologo a su vez de la de levadura de gemacion
CDC 28). La otra banda fue identificada como la ciclina mitética (10). Estos des-
cubrimientos comunicados casi simultaneamente en varios laboratorios, acelero
la fusion de la investigacion de la mitosis, la cual habia consistido anteriormente
en cientificos que trabajan en diferentes disciplinas con diferentes organismos,
tales como la levadura de fision, la levadura de gemacion, moscas, almejas, ooci-
tos de rana, y células de mamiferos. La unificacion de la investigacion del ciclo
celular por lo tanto se produjo a través del descubrimiento de MPF y CDK como
los reguladores del ciclo celular conservados desde la levadura a eucariotas supe-
riores (15). La biologia molecular de la investigacion sobre el cancer también fue
influenciada por el descubrimiento del mecanismo basico de control del ciclo de
division celular, simbolizado por CDK.

12
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2.6 La destruccion de ciclina y securina en Mitosis de levaduras
y mamiferos

Usando extractos de ovocitos de almeja, Hershko y colaboradores, identificaron
el gran complejo llamado ciclosoma (21) (Ilamado también complejo promotor
de anafase (APC) (22) (23) que contiene una actividad de ubiquitina ligasa espe-
cifica de ciclina-B. Este APC/ciclosoma modifica la ciclina mitética por poliu-
biquitinacidn, promoviendo su destruccidn por el proteosoma 26S. Se encontrd
que el mismo complejo era necesario para la degradacion mediada por ubiquiti-
na de la levadura de fision Cut2, de Pdsl de la levadura de gemacion, y la hP-
TTGI1 humana (denominada colectivamente “securina “) que son esenciales para
la segregacion cromosomica (24) (25). La destruccion de securina es necesaria
para la segregacion cromosomica adecuada y la secuencia sefial para la destruc-
cion, llamada caja de destruccion, se puede intercambiar entre la ciclina mitética
Cdc13 de la levadura de fision y securina Cut2, de modo que el momento de la
destruccion parecia estar bajo la misma ruta. El papel de la APC / ciclosoma es
por tanto coordinar el control mitético con la segregacién cromosdmica. El papel
real de securina es estar asociada con una proteasa denominada separasa, esencial
para la escision de la subunidad de cohesina. Securina actiia como una chaperona
inhibidora de la separasa. La pérdida de securina promueve asi la activacion de
la actividad separasa.

2.7 La identificacion de centromeros en levaduras

Los estudios de secuenciacion y clonacion de genes eucariotas se llevaron a cabo
por primera vez utilizando S. cerevisiae como modelo eucariota porque este orga-
nismo contenia un plasmido de 2 um que se utiliz6 como fuente de genes. Cual-
quier gen insertado en el plasmido con un marcador apropiado podia ser aisla-
do y secuenciado lo que permitia la identificacion del producto génico. Hinnen y
cols. (26) transformaron una cepa de levadura que requeria leucina, leu2, usando
un plasmido que portaba el gen de levadura LEU2. Los transformantes Leu" re-
sultantes, contenian un plasmido que portaba el gen. La secuencia de ADN del
plasmido integrado en el ADN genomico de levadura se comportd como ADN
genomico de levadura en la mitosis y meiosis.

Un avance significativo tuvo lugar cuando Clarke y Carbon (27) (28) identifi-
caron un centrémero de levadura funcional. Primero aislaron el gen CDC10,

13
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que esta cerca del centromero del cromosoma III, mediante la transformacion
de mutantes ts cdc10. En la segunda etapa, Clarke y Carbon aislaron una pequena
parte de un centro funcional. Cuando este se encuentra presente en un plasmido
que lleva un replicador de ADN cromosémico de levadura, este ADN (designado
CEN3) permiti6 al plasmido funcionar como un minicromosoma, Estos minicro-
mosomas circulares son estables en la mitosis y se segregan como cromosomas en
la primera y segunda divisiones meioticas. De hecho, el centromero de levadura
era bastante corto, s6lo varios cientos de pares de bases. En otros organismos,
como la levadura de fision, las moscas y los mamiferos, sin embargo, los centro-
meros son mas grandes, requiriendo diferentes enfoques para su identificacion y
aislamiento.

Los analisis de minicromosomas construidos artificialmente por electroforesis
en gel de campo pulsante, mostraron que el tamaiio del centromero de S. pombe
es de 30 a 130 kb. mucho mas grande que el de S. cerevisiae, que es del orden
de 0,1 kb (29)(30). Se obtuvieron también minicromosomas lineales mediante
doble truncamiento seguido de secuencias teloméricas. Estos minicromosomas
de 30 a 160 kb fueron ttiles para definir regiones centrémericas funcionales
de S. pombe y para determinar toda la secuencia repetitiva del centromero (31)
(32). Las repeticiones centroméricas son heterocromaticas porque la histona H3
esta metilada y la proteina heterocromatina 1 (HP-1), es abundante. La region
del centromero central se asocia con la Histona H3 CENP-A-like y Mis12 que
forman la base del cinetocoro y son esenciales para la segregacion cromosomi-
ca. Esta region unida a CENP-A-like y CNP+, que contiene nucleosomas, pro-
mueve el montaje del cinetocoro en la mitosis. Varias de las proteinas unidas a las
regiones del centromero central se conservan en eucariotas superiores. Aunque la
organizacion de la secuencia de ADN de centromeros difiere entre organismos,
las proteinas unidas al centromero y las regiones pericentromericas estan muy
conservadas lo que permite la conservacion de los mecanismos de segregacion
que requieren proteinas de union a centromero.

2.8 Diversos fenotipos mitoticos mutantes amplian nuestra
comprension de la Mitosis

Se han aislado mutantes defectuosos en la mitosis de varios organismos modelo,
desde hongos hasta mamiferos, con el objetivo de comprender las funciones de
los genes esenciales para la mitosis. También se han aislado mutantes s en célu-
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las de mamifero (33). Un cribado sistematico de mutantes mitoticos de levadura
de fision (ts y también sensibles al frio, cs) permitid la identificacion de varios
genes y la caracterizacion de sus productos (34). Se encontraron asi tres defectos
principales de segregacion cromosomica para este organismo a la temperatura
restrictiva. Por ejemplo el mutante en S-tubulina nda3 cs se detiene en la mitosis
a 22 °C debido a la ausencia de huso, lo que resulta en activacion del sistema de
control del ensamblaje del huso (SAC). Mutantes en DNA topoisomerasa II (top
2) mostraban un fenotipo llamado cut. En estas cé€lulas la citoquinesis dividio
por la mitad el nucleo, de ahi el nombre, ya que no se habia dividido duran-
te la anafase debido a una mutacién en ADN topoisomerasa II (35). Los mutantes
de proteinas asociados a centrdmeros, como mis6, produjeron una segregacion
cromosomica desigual, lo que resultaba en células con nucleos hijos de diferente
tamafio, grandes y pequeiios (36).

El descubrimiento de la implicacion de DNA topoisomerasa (37) supuso la cons-
tatacion de que el enrollamiento, desenrollamiento, encadenamiento y desenca-
denamiento de DNA tienen que ocurrir para que el ADN se utilice correctamente.
Varias topoisomerasas controlan diferentes aspectos de los problemas topologi-
cos del ADN (37). Para dilucidar el papel de la topoisomerasa en la formacion
de cromosomas mitdticos, se utilizé un enfoque genético-bioquimico. Se aislaron
mutantes de S. pombe defectuosos en la actividad de Top2 ensayando un gran
numero de extractos mutantes. Con mutantes ts y cs fop2, se establecié que Top2
es necesario tanto para la segregacion como para la condensacion de cromosomas
(35). Top2 demostrd ser esencial para la mitosis de levadura en gemacion (38). La
topoisomerasa de tipo 1 se superpone parcialmente en funcion (actividad relajan-
te) con Top2, de modo que el doble mutante produjo un fenotipo no mitotico en
el que el bloqueo del ciclo celular se produce durante la interfase y el nucleolo es
destruido (35).

El curioso fenotipo de corte (cell untimely torn, o cut), que dividia el nucleo du-
rante citoquinesis, se utiliz6 como un marcador para aislar otros mutantes con fe-
notipos similares. Se aislaron varios mutantes que producian fenotipos en forma
de corte y se identificaron sus productos génicos. Todos los mutantes de tipo cor-
te resultaron ser defectuosos en importantes pasos mitoticos, como la conden-
sacion cromosdmica, segregacion, activacion de separase, control de proteolisis
mediada por ubiquitina, formacién de huso, alargamiento del huso, citoquinesis,
etc. (34).
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Drosophila es un organismo atractivo en el que estudiar tanto las rondas rapi-
das de mitosis tipicas del desarrollo embrionario como los ciclos celulares mas
largos que suceden mas tarde en el desarrollo (39). Los estudios bioldgicos mo-
leculares de la mitosis de la mosca de la fruta se hicieron posibles después del
descubrimiento de mutantes de Drosophila y el uso de reactivos, promovidos
por Nuesslein-Volhard (40). Glover y colaboradores descubrieron las proteinas
quinasas Polo y Aurora, con papeles importantes en la progresion de la mito-
sis desde etapas temprana hasta el final. (41) (42). El descubrimiento de estas
quinasas inaugur6 un nuevo enfoque para comprender cdmo se regula todo el
proceso mitotico, incluida la segregacion cromosomica y la citoquinesis poste-
rior. Aunque CDK1 se inactiva durante la transicion de la metafase a la anafase,
Polo y Aurora quinasas permanecen activas hasta la telofase porque también
regulan la citoquinesis. Mutantes de Drosophila en Polo y Aurora revelaron
defectos severos en la mitosis y citoquinesis con defectos pleiotropicos en la
segregacion cromosomica. Polo y Aurora estan presentes desde hongos hasta
eucariotas superiores (43) y son importante en la organizacion de eventos mito-
ticos, tales como la regulacion de CDK, la formacion del huso, la activacion del
centrosoma, la cohesion y condensacion del cromosoma, etc. (44) (45).

El concepto de cohesion de cromatidas fue inicialmente desarrollado también en
la genética de la mosca de la fruta. La terminologia de cohesion de cromatidas
hermanas comenzd con los articulos de Orr-Weaver (46) que aclararon el fenoti-
po de la mutacion mei-S332 de la mosca de la fruta que mostraba un defecto en
cohesion de cromatidas.

3. BIOQUIMICA DE LA MITOSIS

El objetivo de la Mitosis es separar el genoma y asegurar que las dos células hijas
heredan un complemento de cromosomas igual e idéntico. Para conseguir esto las
células eucarioticas reorganizan completamente su sistema de microtubulos para
construir el huso mitotico que tira y separa las cromatidas hermanas después de
cortar los complejos proteicos que las unen (47) (48) (49) (50). Posteriormente
utilizan el citoesqueleto de actina para dividir en dos la célula (51).
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Figura 1. En las células animales cada fase del ciclo celular esta controlado por un
complejo proteico formado por una quinasa dependiente de ciclina (CDK) y distintas
ciclinas A, B y E. En la mitosis es el complejo ciclina B-Cdk. En la parte superior en
forma expandida las distintas etapas de la mitosis.

La reorganizacion de la célula durante la mitosis debe estar coordinada en el
tiempo y en el espacio. Hay varios sucesos clave que tienen lugar de manera
perfectamente ordenada en el tiempo. La entrada en mitosis, la separacion de
cromatidas y la salida de mitosis son llevadas a cabo de un modo unidireccional
por la maquinaria bioquimica. Junto a la coordinacidén temporal los mecanismos
de control estan organizados también espacialmente.

La tecnologia de deteccion de gradientes en el interior de las células ha mejorado
drasticamente el conocimiento de esta organizacion espacial y, estos a su vez,
han revelado la importancia de gradientes locales de protein quinasas y fosfata-
sas antagonicas, reguladores de proteinas que unen GTP y de ubiquitin ligasas y
deubiquitinasas (52).
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3.1 La entrada en mitosis

La entrada en mitosis parece tener las caracteristicas de un “interruptor” en la
mayoria de los organismos estudiados. Una vez que la célula decide iniciar la
mitosis no hay vuelta atras (Fig.1). Como se construye este interruptor difiere en
los diferentes sistemas bioldgicos. Sin embargo, el corazon de este interruptor es
el mismo en todas las células: la activacion de una proteina quinasa llamada ci-
clinaB-Cdk1(15). La combinacién de genética, biologia celular, y bioquimica ha
permitido identificar a esta proteina quinasa como el regulador clave de la mitosis
y este mecanismo se ha conservado desde la levadura al hombre.

La quinasa es un heterodimero compuesto de la subunidad quinasa dependiente
de ciclina, Cdk, y una subunidad ciclina activadora de la quinasa. Ambos compo-
nentes son miembro de familias multigénicas y las ciclinas tipo B son las esen-
ciales en iniciar la mitosis. El complejo ciclina-Cdk también se encuentra unido
a una ciclina-Cdk mas pequena llamada Ck que se une a P-Ser/P-Thr y retiene
la interaccion con sustratos fosforilados por ciclina-Cdk. Esto permite la hiper-
fosforilacion del sustrato incluso en sitios de baja afinidad y es importante en la
activacion de sustratos y del complejo promotor de la anafase (APC/C) (53).

Se ha podido determinar la estructura cristalina de diferentes ciclinas, Cdks y
complejos ciclina-Cdk y estos estudios permiten concluir que la subunidad Cdk
es inactiva totalmente en ausencia de ciclina (54) (55) (56). La unio6n de ciclina
altera la estructura de Cdk de tal manera que la activa. Otro de estos cambios es
la fosforilacion por CAK (Cdk activating kinase).

La unidn de ciclina y la fosforilacion por CAK es utilizada para controlar la en-
trada en mitosis si se alcanza un “umbral” de actividad ciclina-Cdk. En algunos
sistemas biologicos como en la levadura de fisioén (57), y en los ciclos embriona-
rios de Drosophila la necesidad de alcanzar ese “umbral” ha sido demostrada (58)
(59). En otros sistemas, el complejo ciclina-Cdk se acumula de forma inactiva
por fosforilacion en residuos de serina o treonina en el bolsillo de unién a ATP
de Cdk. En estos casos, el complejo es activado por defosforilacion de los sitios
inhibitorios (60). La familia Weel de protein quinasas y Cdc25 fosfatasa actian
en este proceso y también estan conservadas desde la levadura a células animales
(61).
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La capacidad de control del regulador clave de la entrada en mitosis por fosfo/
defosforilacion, permite la integracion de sefiales procedentes de diferentes rutas
las cuales controlan el tiempo de entrada en mitosis. Estas rutas de sefalizacion
dependen de la biologia del organismo. En muchos sistemas, es la presencia de
ADN sin replicar o dafiado, lo que activa un punto de control para prevenir la
mitosis. Esto se lleva a cabo por estabilizaciéon de Weel quinasas o inhibicion de
Cdc25 fosfatasa.

En la levadura de fision, es el tamafio celular lo que controla el momento de la
division y por ello el sistema Weel-Cdc25 es regulado por la ruta TOR que res-
ponde al estado nutricional de la célula (62) (63). En otros sistemas el control es
menos claro y se han implicado factores como el estrés. En células animales el
complejo ciclina A-Cdk puede promover la mitosis por activacion de la transcrip-
cion de otros reguladores mitoticos (64).

En varios sistemas hay evidencia de una activacion local del complejo ciclina
B-Cdk. La mayor es en el caso de la levadura de fision en la que el complejo
ciclinaB-Cdk es activado primero en el organulo que nuclea los microtibulos
para formar el huso mitotico (SPB, spindle pole body). El complejo ciclinaB-Cdk
activado en el SPB recluta a su vez, a otro elemento regulador mitético, la polo
quinasa, Plk. Una vez reclutado al SPB, Plk dispara el crecimiento de la célula
y establece el tiempo de iniciar la mitosis (65). Una cosa similar tiene lugar en
el centrosoma en células animales (66) aunque no esta claro como Plk regula el
inicio de mitosis. En estas células, el complejo ciclina-Cdk cambia de localiza-
cion entre el nticleo y citoplasma y la alteracion de la relacion nacleo-citoplasma
puede contribuir a un bucle de retroalimentacion positivo regulado espacialmen-
te. En cualquier caso, el dimero ciclinaB-Cdk es el verdadero motor de la mitosis
al fosforilar un gran nimero de sustratos y reguladores mitodticos y desempena
también un papel importante en la reestructuracion de la célula mitética. Asi, el
complejo ciclina-Cdk ha sido implicada en la remodelacion del citoesqueleto de
microtubulos, en la arquitectura cromosoémica, y en la regulacion del comienzo
de la anafase (67) (68). En muchas de estas actividades su actividad esta coordi-
nada con quinasas mit6ticas como Plk y Aurora quinasas.
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3.2 Inhibicion de Protein Fosfatasas

La mayoria de los esfuerzos realizados en la investigacion de la mitosis se han
centrado en las proteinas quinasas esenciales como ciclina/Cdk, Plk, y Aurora
quinasa, pero mas recientemente se ha puesto de manifiesto la importancia del
control de las protein fosfatasas antagonistas (69). Rastreos genéticos y de si-
RNA en levadura de fision (70) y Drosophila (71) han permitido identificar dos
familias de protein fosfatasas, denominadas PP1 y PP2A, cuyo papel es crucial
en la anafase y la salida de mitosis. Ademas, la levadura de gemacion S. cerevi-
siae depende de otra fosfatasa, Cdc14, para defosforilar sustratos, fosforilados
por Cdk, para la salida de mitosis (72). Sin embargo, han sido los estudios en
extractos de Xenopus los que primero pusieron de manifiesto la importancia de
fosfatasas en la entrada en mitosis. Mochida y cols. mostraron que la activacion
de Cdk/ciclina B no era suficiente para arrastrar las células hacia la mitosis y
que un miembro de la familia de PP2A que antagonizaba a ciclina B/Cdk debia
ser inactivada también (73). Una serie de trabajos posteriores han revelado otro
bucle de retroalimentacién que funciona en esta etapa. Asi, la Scant/ Greenwald
(Gwl) quinasa es activada por ciclina/Cdk cuando las células entran en mitosis
(74). Esto fosforila otra proteina abundante llamada ENSA/ARPP19. P-ENSA se
une a un complejo de PP2A (B55) como un inhibidor competitivo del sustrato.
P-ENSA es defosforilado lentamente por PP2A lo que permite a PP2A reactivar-
se una vez que ciclina/Cdk y Greenwald quinasa comienzan a declinar al final de
la mitosis (Fig.2).

Este descubrimiento es particularmente importante porque hay solo un pequefio
numero de subunidades cataliticas de protein fosfatasas en las células y estas
tienen un espectro muy amplio de especificidad de sustratos. La eleccion cuida-
dosa del sustrato se lleva a cabo por asociacion de otras subunidades reguladoras
formando complejos, cada uno de los cuales contiene una subunidad “regulado-
ra” que la dirige exquisitamente al sustrato especifico (75) (98). Esta subunidad
recluta el complejo fosfatasa, un holoenzima, a un lugar determinado en la célula,
muchas veces en un momento especifico del ciclo celular. Un posible inhibidor
de la subunidad catalitica inhibiria multiples complejos al mismo tiempo y esto
no permitiria una regulacion a nivel espacial y de tiempo. Generando en cambio
un inhibidor que tenga como diana uno de estos complejos, la célula es capaz de
inhibir una subpoblacion de complejos PP2A de un modo controlado espacial y
temporalmente.
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PP1 es otra fosfatasa abundante en las células. Su subunidad catalitica se encuen-
tra asociada a diferentes subunidades reguladoras y los complejos (subunidad
catalitica mas reguladora) son asimismo, reclutados a proteinas especificas en
momentos precisos. Estas proteinas tienen sitios de acoplamiento a PP1 en un
motivo consenso RVXF (76) (77) (99). Ademas, hay una inhibicion global de la
actividad PP1 cuando la célula entra en mitosis porque la cilinaB/Cdk fosforila la
subunidad catalitica en un sitio inhibitorio de su C terminal (78).
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Figura 2. Circuito molecular que controla la entrada mitética. (A) Las fosfatasas CDC25
defosforilan y activan CDK1-ciclina B para promover la entrada mitética. La actividad de
CDC25 antagoniza las fosforilaciones inhibitorias en CDK1 (Thr14 y Tyr15) catalizadas
por MYT1 y WEE1. La CDK1-ciclina B activa inhibe y promueve respectivamente las ac-
tividades de MYT1/WEE1 y CDC25, estableciendo tanto un circuito de retroalimentacion
negativa doble como un circuito de retroalimentacion positiva. Este circuito regulador
define un disparador biestable que asegura una transicién irreversible a la mitosis.
CDK1-Cyclin B promueve aun mas la activacion de la quinasa GWL, que posterior-
mente fosforila ENSA y Arpp19. Las formas fosforiladas de estas endosulfinas se unen
a PP2A-B55 e inhiben la actividad de la fosfatasa hacia los sustratos de CDK1-ciclina
B, incluidos MYT1, WEE1 y CDC25.
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3.3 La separacion de cromatidas

Una vez que las células han entrado en la mitosis su progreso a través de esta
etapa es regulada principalmente por protedlisis mediada por el sistema ubiquiti-
na-proteosoma. Este sistema funciona alterando el balance local de protein qui-
nasas y fosfatasas y a través de la activacion de separasa, una proteasa que rompe
los anillos de cohesina que mantienen unidas las cromatidas hermanas y centrio-
los (79). A su vez, la ubiquitin ligasa que controla la mitosis es regulada por un
mecanismo de control que detecta si los cinetocoros se encuentran unidos a los
MT del huso mitético. Este paso es esencial para la separacion de las cromatidas
hermanas y para la estabilidad gendomica.

La protedlisis mediada por ubiquitina es facilitada por enzimas E2 que transpor-
tan la ubiquitina y por E3 o ubiquitin ligasa, que se une a E2 y al sustrato, para
ponerlos en proximidad (80). La enzima E2 transfiere la ubiquitina a la lisina mas
cercana que puede estar en el sustrato o en una misma ubiquitina ya conjugada
previamente con el sustrato (81). De este modo, las cadenas de ubiquitina se van
construyendo sobre el sustrato y estas cadenas de ubiquitina son reconocidos por
receptores en el proteosoma 26S. Una vez poliubiquitilado, el sustrato se une al
proteosoma, es desdoblado por ATPasas situadas en la tapa del proteosoma e in-
troducidas en el cilindro catalitico de este, en el que la cadena peptidica se rompe
en muchos lugares por proteasas (82).

La clave de este proceso es la ubiquitin ligasa E3 que controla la mitosis y que se
conoce como APC/C (83). APC/C contiene 15 subunidades y es capaz de reco-
nocer un gran numero de proteinas cada una en diferentes etapas de la mitosis o
de la fase G1 (84). APC/C reconoce sus sustratos a través de diferentes motivos
proteicos de destruccion (“degrones”) que son reconocidos como formando parte
de proteinas candidatas a ser destruidas.

El ciclosoma, APC/C se activa por fosforilacion en la mitosis. Ciclina-Cdk fos-
forila APC/C y este aumento de actividad supone al mismo tiempo, un problema
porque la célula requiere Ciclina-Cdk para permanecer en mitosis pero a su vez
ciclina B es un sustrato de APC/C y su degradacion inactiva Cdk. La solucion se
encuentra en el mecanismo de control de la formacion del huso (SAC, splindle
assembly checkpoint) que detecta los cinetocoros que no se encuentran unidos a
microtubulos (85), e impide que APC/C reconozca a ciclina B y a otro sustrato
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clave securina (86). Los cinetocoros no unidos, reclutan otras proteinas llamadas
MAD y BUB. El reclutamiento de estas proteinas a los cinetocoros no unidos ca-
taliza la union de un inhibidor de APC/C llamado complejo mitético checkpoint
(MCC) (87). Este complejo inactiva Cdc20 e impide a esta proteina activar AP-
C/C (88).

La célula separa sus cromatidas hermanas unos minutos después de que APC/C
degrade ciclina B y securina. Esto se debe a que ciclinaB-Cdk y securina inhi-
ben la proteasa Separasa (89) que una vez activa rompe la subunidad Sccl del
complejo cohesina que mantiene unidas a las cromatidas. En células animales
la mayor parte del complejo cohesina es eliminado por Plklquinasa, pero los
complejos cohesina permanecen en el centromero protegidos por la proteina Shu-
gosina que recluta una PP2A antagonista. Esto ilustra la importancia del control
espacial de la actividad fosfatasa porque este complejo no debe ser inactivado
cuando las células entran en mitosis, pero debe permanecer activo hasta que todos
los cromosomas se han unido al huso mitotico.

3.4 La salida de mitosis

La anafase, es el punto de no retorno en la mitosis. Después de que las cromatidas
se han separado, la célula se dirige a la salida de la mitosis porque los niveles de
ciclinaB-Cdk caen por bajo del nivel requerido para mantener la mitosis, y las
células tienen que coordinar la reordenacion de su arquitectura subcelular para
volver al estado de interfase. Aqui la protedlisis mediada por APC/C juega tam-
bién un papel en degradar Plk1 y Aurora quinasas (90) (91), pero la mayor parte
es jugado por las fosfatasas. En S. cerevisiae la fosfatasa CDC14 se activa cuando
los niveles de ciclina Cdk caen por debajo del umbral lo que permite a Cdc14 li-
berarse de un inhibidor nuclear (92). En la mayoria de los sistemas los complejos
de PP1 y PP2A son los que controlan la anafase y la salida de mitosis (93).

En resumen, las transiciones entre diferentes fases del ciclo celular estan go-
bernadas por modificaciones postraduccionales de proteinas. La fosforilacién de
proteinas es la modificacion post-traduccional mas importante con tres cuartos
del proteoma humano fosforilado. L.a mayor ocupacion de sitios de fosforilacion
se observa en la mitosis en la que la transcripcion y la traduccion se encuentran
reprimidas. La entrada en mitosis, su progresion y salida estan reguladas por la
fosforilacion dinamica de proteinas del ciclo celular.
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3.5 Sistemas de regulacion y control

La mitosis, al tratarse de un proceso celular que conlleva una gran reorganizacion
esta sujeto a multiples mecanismos de regulacion y puntos de control.

Uno de ellos se produce cuando se detectan cinetocoros desocupados y se activa
el punto de control del ensamblaje del huso (SAC). Este sistema de regulacion
detiene la progresion a través de la mitosis y le da a la célula tiempo adicional
para que los cinetocoros se ocupen adecuadamente. Por lo tanto, los cinetoco-
ros desocupados activan un punto de control que retroalimenta para disminuir el
numero de cinetocoros desocupados. Este mecanismo detiene el progreso de la
mitosis y permite a la célula el tiempo necesario para que todos los cinetocoros
se ocupen o por el contrario la mitosis se detenga. Sus componentes moleculares
constituyen una ruta de sefalizacion por la que los cinetocoros no unidos reclutan
proteinas de las familias MAD y BUB las cuales activan un inhibidor del APC/C
que impide la protedlisis de ciclina y detiene la mitosis. Este sistema presenta
caracteristicas de un circuito de retroalimentacioén negativo entre CDK1 y APC/C
que impulsa oscilaciones en la abundancia de ciclina y la actividad de Cdk1.

Analogamente, en la entrada de mitosis, la duplicaciéon incompleta de ADN u
otros procesos como retraso en el crecimiento o el estrés, impiden el comienzo
de la mitosis utilizando un mecanismo de control situado en la entrada. Este sis-
tema de regulacidn se centra en la activacion de Cdkl al inicio de la mitosis y la
inactivacion de Cdk1 durante la salida de mitosis. En la mitosis Cdk1 enciende
su activador Cdc25 y apaga su inactivador Weel. Al salir de la mitosis Cdc 25 se
apaga y weel se vuelve a encender.

En la Biologia de Sistemas estos bucles constituyen un mecanismo conocido
como un disparador biestable. A bajas concentraciones de ciclina B1, solo es po-
sible un tnico estado estacionario de baja actividad de Cdk1. A altas concentra-
ciones también es posible un solo estado estacionario de alta actividad de cdkl. A
concentraciones intermedias hay dos posibles estados estacionarios uno con bajos
niveles y otro con altos niveles. El sistema se dice asi que es biestable.

Estas consideraciones dan apoyo experimental a que el sistema Cdk1/Cdc25/
Weel funcione como un interruptor. La histéresis en la respuesta contribuye a la
irreversibilidad de la transicion G2/M. Es decir, a que las transiciones del ciclo
celular sean unidireccionales.
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Otra consecuencia es que los diferentes niveles de estabilidad de Cdk1 configu-
ran la interfase como distinta de la fase M y que en este sentido las fases discretas
del ciclo celular pueden ser como los distintos destinos celulares que surgen du-
rante el proceso del desarrollo embrionario.

Ciclo celular embrionario de Xenopus
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Figura 3. Vista esquematica de los sistemas de control para el ciclo celular
embrionario de Xenopus laevis.

3.6 Fosforilacion dinamica y coordinacion entre protein quinasas
y fosfatasas

La entrada en la mitosis se caracteriza a menudo como un aumento dramatico en
la fosforilacion que necesita ser revertida por una desfosforilacion “masiva” para
permitir que las células salgan de la mitosis. En general, estos cambios en la fos-
forilacion de proteinas van acompafiados de un aumento en la actividad quinasa,
la mas importante la actividad Cdk1, y una reduccion de las actividades fosfatasa
PP1 y PP2A al comienzo de la mitosis, seguida de una inversion de las activi-
dades respectivas a medida que las células comienzan a salir de la mitosis. Sin
embargo, la regulacion de la sefializacion de fosforilacion en todas las fases de la
mitosis es dinamica y requiere la coordinacion de las actividades de la quinasa y
fosfatasas opuestas de una manera temporal y espacial especifica para garantizar
una progresion ordenada y precisa a través de la mitosis para generar células hijas
idénticas (Fig. 4).
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Figura 4. Actividad relativa de Quinasas y fosfatasas durante la mitosis (adaptada de
Nasa |. et al. Front.in Cell and Dev. Biol. 2018)

La evidencia de una amplia regulacion de la actividad de Protein fosfatasa (PP)
durante la mitosis proviene de avances recientes en la protedémica basada en es-
pectrometria de masas que han permitido el analisis global del fosfoproteoma
(94) (95). En combinacién con inhibidores de quinasa, estos estudios han reve-
lado muchas relaciones quinasa-sustrato y han proporcionado informacion sobre
las vias de sefializacion de fosforilacion complejas (96) (97).

Una estrategia experimental comun para estos experimentos es la comparacion
cuantitativa de dos poblaciones de células: una tratada con inhibidor de quinasa
(durante un corto periodo de tiempo para evitar cambios en la abundancia de pro-
teinas), y la otra tratada como control, seguida de la comparacién de los cambios
dindmicos de ocupacion del sitio de fosforilacion entre ellos por espectrometria
de masas. Tras el cese de la actividad quinasa, la actividad de una proteina fos-
fatasa opuesta es necesaria para reducir la ocupacion del sitio de fosforilacion.
En otras palabras, en ausencia de una fosfatasa que contrarreste, la ocupacion
del sitio de fosforilacién no cambiara incluso en presencia de inhibidores que se
dirijan a la quinasa responsable. Cuando se realiza en la mitosis o en la detencion
mitdtica inducida por estabilizadores de microtubulos como taxol o desestabiliza-
dores como el nocodazol, esta estrategia ha llevado al enlace de cientos de sitios
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de fosforilacion a quinasas mitoticas especificas, lo que sugiere que las protei-
nas fosfatasas son realmente activas durante la mitosis. Una pequeiia actividad
de protein fosfatasas, detiene las células en la mitosis e impide su salida, mien-
tras que demasiada actividad de fosfatasas da como resultado defectos mitoticos
(100). Esto lleva a las siguientes preguntas: ;Como logra una célula el equilibrio
perfecto de estas actividades opuestas? ;Y como se regulan las actividades de la
proteina quinasa y la fosfatasa entre si y en sus sustratos compartidos para lograr
el equilibrio de la fosforilacion?

En el caso de PP1, Cdkl1/ciclina B fosforila Thr-320 cerca del extremo carboxilo
de PP1 lo que tiene un efecto inhibidor sobre la actividad catalitica de PP1 durante
la mitosis (102)). La reversion de esta fosforilacion inhibidora se logra mediante
la autocatalisis de PP1. Una pequefia disminucion en la actividad de Cdk1/ciclina
B en la transicion metafase-anafase es suficiente para que PP1 se autodefosforile
en Thr-320 (78). Ademas de la modificacion postraduccional directa de la subu-
nidad catalitica, Cdk1 / ciclina B también regula la actividad de PP1 fosforilando
las subunidades reguladoras de PP1 y evitando su union a la subunidad catalitica.
Esto es especialmente importante para la regulacion local de la actividad de PP1.
Por ejemplo, Cdkl/ciclina B fosforila Repo-Man, evitando que PP1 se dirija a
los cromosomas antes de la transicion metafase-anafase (103). La actividad de
PP1 también se modula a través de la unién de pequenas proteinas inhibidoras
termoestables llamadas Inhibidor 1 y 2 (104). La fosforilacion del inhibidor-1 y
el inhibidor-2 por PKA y Cdkl/ciclina B, respectivamente, regula su union a la
subunidad catalitica de PP1.Estos mecanismos explican la reduccién, pero no la
inhibicion completa de la actividad de PP1 en la mitosis (105).

La inhibicién dependiente de Cdkl1 / ciclina B del complejo PP2A-B55 es indi-
recta. Tras la entrada mitotica, Cdkl1/ciclina B fosforila y activa la quinasa Gwl,
que a su vez inhibe la actividad de PP2A-B55 (106). Gwl no inhibe directamente
la actividad PP2A-B55, pero fosforila dos proteinas homologas termoestables
ENSA (a-endosulfina) y ARPP19 (fosfoproteina 19 regulada por monofosfato
de adenosina ciclico) en un residuo de serina altamente conservado. Son las for-
mas fosforiladas de ENSA y ARPP19 las que se unen e inhiben especificamente
PP2A-B55.

Finalmente, Cdk1/ciclina B fosforila el complejo PP4 heterotrimérico, reducien-
do asi la actividad de PP4 en la mitosis (107). Se sabe que esta reduccion en la
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actividad de PP4 durante la mitosis es esencial para mantener la y-tubulina en los
centrosomas fosforilada, lo que mejora la formacion del huso mitético.

La visién tradicional de la fosforilacion de proteinas es que las quinasas y las
fosfatasas actian de manera antagonica para activar o desactivar las sefiales in-
dividuales. Es una imagen que describe con precision el funcionamiento interno
de todas las redes de fosforilacion de proteinas en su nivel mas fundamental esto
es el de una molécula individual. Lo cierto es, que las células utilizan esta reac-
cion de fosforilacion reversible como bloque de construccion basico, como un
interruptor binario, para generar respuestas que son mucho mas complejas. Esta
complejidad se debe a que cada molécula individual esta presente a menudo en
miles de copias idénticas que deben trabajar juntos en tiempo y espacio para de-
finir colectivamente la respuesta.

Uno se puede imaginar entonces que cada copia (o molécula) es como una luz
separada y luego imaginar los diferentes patrones o intensidades de luz a que
podrian dar lugar dentro de la célula, y como esto podria cambiar en el tiem-
po. Pulsos, ondas, patrones de luz parpadeando, y gradientes de luz estallando en
algunos lugares y en determinados momentos. Dependiendo de lo que se requiera
la sefales quinasas y fosfatasas pueden trabajar en oposicion parpadeando luz
de encendido y apagado (on-off), pero también funcionar juntas para dirigir la
imagen mas compleja definiendo flujos de luz.

En cada una de estas situaciones, quinasas y fosfatasas trabajan juntas para definir
la sefial y producir el tipo correcto de respuesta. Esto desafia la creencia comiin de
que las fosfatasas desconectan principalmente las salidas y sugiere que desempefian
un papel mucho mas activo en la transduccion de sefiales intracelulares (108).

Es tentador especular que los otros tipos de modificaciones reversibles post-tra-
duccionales, de manera similar, podrian depender de la corregulacion de parejas
de enzimas que se ven tradicionalmente como antagonistas. La acetilacion de
histonas, por ejemplo, debe regularse estrictamente en el tiempo y el espacio para
controlar la expresion génica. Esto podria requerir coordinacion entre histonas
acetiltransferasas (HAT) y desacetilasas (HDAC) (109), o entre pares de enzimas
alternativos que pueden corregular la actividad de HAT y HDAC (110). Sera muy
interesante determinar cuan importante es la existencia de co-regulacion antago-
nica para estos modos alternativos de sefializacion.
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4. INESTABILIDAD CROMOSOMICA, ANEUPLOIDIA Y CANCER
Los errores que se producen en el proceso bioquimico de la mitosis conducen a
la generacion de células hijas con un numero de cromosomas anormal. Es una
caracteristica que se conoce como aneuploidia. Casi todas las aneuploidias que se
producen por errores en la meiosis o durante el desarrollo embrionario temprano
no son viables en humanos, con la sola excepcion de la trisomia 21 (sindrome de
Down). Sin embargo, los errores que dan lugar a la aneuploidia mas tarde en la
vida se han relacionado con el envejecimiento y la formacion de tumores y hay
que tener en cuenta que cada dia millones de células de nuestro cuerpo se divi-
den para permitir el crecimiento y reemplazar las células perdidas o dafiadas en
nuestros tejidos.

La aneuploidia es una caracteristica muy frecuente en el cancer, pues aparece en
casi el 70% de los tumores humanos so6lidos. Ademas de alteraciones en el nu-
mero de cromosomas las células tumorales muestran frecuentemente alteraciones
estructurales en los cromosomas como deleciones, amplificaciones y trasloca-
ciones, que se conocen genéricamente como inestabilidad cromosémica (INC).

A principios del siglo XX, Theodor Boveri, bidlogo aleman, postuld que la
aneuploidia, podia ser una fuerza impulsora de la transformacion celular y la
génesis tumoral (111). Hanahan y Weinberg, en su articulo de referencia de 2011,
sobre las sefiales de identidad en el cancer (112) identificaron la inestabilidad del
genoma como una caracteristica del cancer. La hipodtesis detras de esta calificacion,
es que la inestabilidad del genoma puede conducir a la adquisicion de un fenotipo
mutador, que aumentaria la probabilidad de que una célula adquiera caracteristicas
cancerosas. (113). A favor de esta idea se encuentran las observaciones de que la
gran mayoria de las neoplasias malignas son aneuploides, que multiples modelos
de ratones aneuploides estan predispuestos al cancer (114) y que la aneuploidia
conduce a la pérdida de heterocigosidad de genes supresores de tumor (115).
En contra de este modelo, se encontrarian observaciones de que la aneuploidia
retrasa la inmortalizacion espontanea (140) y provoca una variedad de respuestas
antitumorales, que incluyen el crecimiento y la detencion del ciclo celular (116),
apoptosis (117), catastrofe mitdtica (118) y senescencia (119). Ademas, hay
modelos de ratones aneuploides que no son propensos al cancer. Por lo tanto, si
la aneuploidia es una causa o una consecuencia de la transformacion celular y si
la aneuploidia promueve o suprime la tumorogénesis eran hasta hace unos afos
importantes preguntas sin respuesta.
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Recientes interpretaciones permiten entender por qué la aneuploidia podria
tanto facilitar como inhibir la aparicién de tumores, es la teoria de ganancia/
pérdida de cromosomas (Fig. 5). Este modelo reconoce el término aneuploidia
como un término genérico que incluye cualquier célula somatica con un
cariotipo no diploide. En consecuencia, es probable que las células con pérdida
neta de cromosomas y aquellas con ganancia neta de cromosomas den lugar a
respuestas celulares diferentes. Es decir que si bien la inestabilidad cromosémica
facilita, a través de la pérdida de genes supresores de tumor, la formacion de un
tumor, la ganancia de cromosomas por otro lado, seria la causa los fenémenos
de proteotoxicidad como detencion del ciclo celular, apoptosis, catastrofe
mitotica o senescencia de las células tumorales y actuaria como un mecanismo
de detencion de la proliferacion celular. Esta teoria estaria respaldada por el
hallazgo de que las células cancerosas tienden a perder cromosomas en lugar
de ganarlos (120).

: \ Proteotoxicidad /
Segregacion anormal N 7

de cromosomas

¥ Senescencia
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supresores tumorales de p53 P :
r/ 2 ‘ '
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Figura 5. Diferentes efectos de pérdida/ ganancia de cromosoma en aneuploidia(a-
daptado de (113).

30



La investigacion de la Mitosis: historia y bioquimica

La opinién generalizada, es que la inestabilidad cromosémica (INC) es un faci-
litador clave de la génesis tumoral. Se puede incluso establecer una analogia con
la relacion existente entre el consumo de cigarrillos y el cancer de pulmén. Asi,
estd generalmente reconocido que fumar cigarrillos provoca cancer de pulmon.
Esto se basa en la observacion de que los fumadores tienen hasta 25 veces mas
probabilidades de desarrollar cancer de pulmon que los no fumadores. Sin embar-
g0, no todas las personas con antecedentes de tabaquismo desarrollan cancer de
pulmoén. Muchos fumadores padecen en cambio, otras enfermedades como enfer-
medad pulmonar crénica, enfermedades cardiacas, enfermedades vasculares, en
tanto que otros conservan una buena salud hasta la vejez. Sin embargo, fumar se
considera el principal factor de riesgo para el cancer de pulmon.

Sobre la base de este paralelismo, se puede concluir que la INC es un facilitador
o factor de riesgo para el desarrollo del cancer. Asi como la gran mayoria de los
casos de cancer de pulmon tienen lugar en fumadores, la gran mayoria de los tumo-
res muestran inestabilidad cromosomica y aneuploidia. Del mismo modo que solo
un subconjunto de fumadores desarrolla cancer de pulmoén, analogamente, solo un
subconjunto de ratones modelo aneuploides estan predispuestos al cancer. Y final-
mente, asi como los fumadores estan predispuestos a una serie de problemas graves
de salud que son heterogéneos clinicamente, la aneuploidia también da como resul-
tado destinos celulares divergentes que son fisiologicamte heterogéneos.

4.1 Un vinculo inesperado entre la aneuploidia y el
envejecimiento

Con el objetivo de probar esta teoria, se gener6 una cohorte de ratones con ni-
veles bajos de BubR1 (BublbH/H) y aneuploidia progresiva, para determinar
su susceptibilidad a formar tumores espontaneos e inducidos por carcindgenos
(121). Inesperadamente, los ratones Bub1bH/H mostraron varios fenotipos de
envejecimiento prematuro que incluyen cataratas, cifosis, cicatrizacion de heridas
deteriorada, retraso del crecimiento y pérdida de grasa subdérmica, con solo tres
meses de edad. Ademas, los ratones Bub1bH/H tenian una esperanza de vida no-
tablemente reducida, con una mediana de supervivencia de seis meses.

Menos de dos afios después de la descripcion inicial, también se demostré que un

segundo modelo de ratdon propenso a la aneuploidia, doblemente haploinsuficien-
te para Bub3 y Rael, mostraba caracteristicas progeroides similares (122).
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Estos estudios sugieren una relacion causal entre INC y el envejecimiento. La
relacion, se fortalecid mas tarde cuando se descubrid que la sobreexpresion de
BubR1 en ratones de tipo salvaje impedia la aneuploidia relacionada con la edad,
protegia contra la tumorigénesis, retrasaba multiples fenotipos de envejecimiento
y prolongaba la vida util (123).

La teoria de la aneuploidia y el envejecimiento también ha obtenido un impulso
significativo con la descripcion clinica de la aneuploidia en mosaico, un sindro-
me humano extremadamente raro caracterizado por un mosaicismo cariotipico
generalizado, aparicion temprana de cataratas y cancer, retraso del crecimiento y
una vida mas corta (124).

A pesar de todos estos hallazgos, no hay hasta el momento una evidencia indis-
cutible que demuestre que la aneuploidia es un impulsor o facilitador del enveje-
cimiento.

5. OBSERVACIONES FINALES Y DIRECCIONES FUTURAS

La combinacion de la biologia celular, la genética y la bioquimica han permitido
grandes avances en la comprension de los mecanismos moleculares y bioqui-
micos que subyacen a la mitosis. Los avances obtenidos han revelado también
circuitos de regulacion que mejoran el conocimiento de la ciclo celular.

Ademas, los paradigmas actuales sugieren que la incapacidad para separar de ma-
nera precisa y reproducible la informacion gendmica después de su duplicacion,
facilita la transformacion maligna y el envejecimiento. La proxima frontera en el
campo es traducir este conocimiento en soluciones clinicamente relevantes para
los pacientes.

Podemos sentirnos alentados por el hecho de que algunas de las terapias contra
el cancer mas difundidas y exitosas son aquellas que se dirigen directamente a la
mitosis, a saber, los alcaloides de la vinca como Vincristina, y los taxanos como
Paclitaxel.

La aneuploidia puede, al reconfigurar el metabolismo de una célula, ser una ma-
nera de aumentar la susceptibilidad a determinados agentes farmacologicos.

32



La investigacion de la Mitosis: historia y bioquimica

La INC en las células cancerosas puede abrir también una ventana terapéutica
para activar los mecanismos anticancerigenos intrinsecos de la célula (p. ej.,
apoptosis, senescencia) y dejar intactas las células no malignas

Considerando que un gran numero de proteinas esenciales y sus complejos fun-
cionales durante la mitosis se conoce ahora y que su nimero sigue aumentando,
hay que reconocer que todavia se entiende poco a nivel atdmico.

Asimismo, se sabe poco sobre la alteracion de la mitosis bajo estrés nutricional y
ambiental. Los patrones de la mitosis pueden cambiar en gran medida bajo dife-
rentes condiciones fisioldgicas, nutricionales y senescentes.

Los estudios comparativos de la mitosis entre células y células madre son de in-
terés como un posible escenario para el origen de propiedades asimétricas entre
células hijas, que son caracteristicas esenciales de la diferenciacion celular.

Al final, hay que destacar, la importancia de las variaciones evolutivas en la mi-
tosis, es decir como cambios en la mitosis, pueden ser ricos recursos de la diver-
sificacion de los organismos.

He dicho.

Madrid, 19 de enero de 2023.
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