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Morte Celular por Apoptose: uma visao bioquimica
e molecular

Maristella Conte Anazetti!
Patricia Silva Melo?

Resumo

O termo “apoptose” descreve um processo ativo de colapso celular que
difere morfologicamente da morte por necrose. E um tipo de morte celular
gue ocorre durante varias situacoes fisioldgicas e patoldgicas, constituindo
um mecanismo de remocao de células lesadas e, de renovacao celular e
tecidual. A morte celular por apoptose é um fendomeno complexo
caracterizado por condensacdo cromatinica, fragmentagcdo do DNA e
formacdo dos corpos apoptoéticos, sendo que a morte e proliferacdo celular
estao intimamente conectadas. Alguns reguladores do ciclo celular podem
influenciar tanto a divisao quanto a morte celular programada. A
correlacao entre ciclo cellular e apoptose estd comprovada devido as
funcdes de c-Myc, p53, pRb, Ras, PKA, PKC, Bcl-2, ciclinas e CK1. A
fosforilacdo e desfosforilagdo de proteinas controlada por proteinas
quinases e proteinas fosfatases constitui um dos principais mecanismos
que regulam uma variedade de processos celulares incluindo a morte
celular. Varias proteases participam dos processos de inducdo da morte
celular, as mais conhecidas sao as caspases. Caspases sao proteases
aspartato especificas contendo cisteina, as quais estao presentes entre as
membranas mitocondriais € na matriz nuclear na forma de zimogénios. O
interesse na elucidacdo da morte celular por apoptose é devido a
susceptibilidade das células tumorais, incluindo as linhagens leucémicas,
em serem induzidas a este tipo de morte por compostos antitumorais.
Esta revisdo sumariza as diferentes funcdes de proteinas e enzimas que
participam no controle do ciclo celular e da apoptose.
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Apoptosis Cell Death: biochemistry and molecular
aspects

Abstract

The term “apoptosis” describes an active process of cellular deconstruction
originally contrasted morphologically with necrosis. It is a form of cell
death that occurs during several physiological and pathological situations
in multicellular organisms and constitutes a common mechanism of cell
replacement, tissue remodelling, and removal of damaged cells. Apoptosis
is a complex process characterized by cell shrinkage, chromatin
condensation, internucleosomical DNA fragmentation, and formation of
"apoptotic bodies” since proliferation and apoptosis are intimately linked.
Some cell cycle regulators can influence both cell division and
programmed cell death. The linkage of cell cycle and apoptosis has been
recognized for c-Myc, p53, pRb, Ras, PKA, PKC, Bcl-2, cyclins and CK1.
The reversible phosphorylation of proteins controlled by protein kinases
and protein phosphatases is a major mechanism that regulates a wide
variety of cellular process including cell death. Several protease families
are also implicated in apoptosis, the most prominent being caspasis.
Caspasis are cysteine-containing, aspartic acid-specific proteases which
exist as zymogen in the soluble cytoplasm, mitochondrial intermembranae
space, and nuclear matrix of virtually all cells. Apoptosis is subject of
intense research due to the susceptibility of tumor cells, including
leukemia and lymphoma cell lines that have been found to undergo this
kind of cell death in response to anti-tumoral agents. This review
summarizes the different functions of the proteins and enzymes presently
known to control both apoptosis and cell cycle progression.

Key words: Apoptosis. Cellular death. Oxidative stress.

Introducao

Apoptose é um fendmeno de morte celular programada, reconhecida
morfologicamente como um fendmeno distinto de morte ha mais de 30
anos por Kerr, Wyllie e Durrie (1972), que ocorre individualmente, sendo
gue a morte de uma célula ndo leva a morte de outras células. A morte
celular por apoptose participa de varias situagoes fisioldgicas tais como o
colapso endometrial durante a menstruagdo, a delecdo de células nas
criptas intestinais e na embriogénese. Assim, €& um mecanismo
rigidamente controlado por expressdes genéticas decorrentes da interacao
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célula e meio externo, levando a produgdo de varias moléculas com
atividades especificas que resultam em alteracdes celulares funcionais
expressas morfologicamente por condensacdo e fragmentagdo cromatinica
e formacdo de protuberancias na superficie celular (ISRAELS; ISRAELS,
1999).

Este processo de morte celular possui um papel essencial na manutengao
da homeostase tecidual e é importante em certas condicdes patoldgicas,
incluindo o cancer. Apds o reconhecimento do processo apoptdtico como
um mecanismo celular fundamental, a biologia da apoptose continuou a
ser investigada avaliando-se as alteragdes morfoldgicas e bioquimicas
caracteristicas (WYLLIE, 1985), a natureza das vias intracelulares (HALE
et al., 1996), a complexa biologia molecular de genes e elementos
efetores (BAKER; REDDY, 1996; FRASER; EVAN, 1996), a sua relagao no
desenvolvimento embriondrio (BRILL et al., 1999), o seu papel na
homeostase celular e o seu envolvimento na patogénese de varias
doencas (THOMPSON, 1995), tais como doencas auto imunes, infeccoes
parasitarias, doencas neurodegenerativas, lesdes isquémicas e o cancer
(MARTIN; GREEN, 1995; GREEN; MARTIN, 1995; LEE; BERNSTEIN, 1995;
RAFFRAY; COHEN, 1997; JOHNSTONE; RUEFLI; LOWE, 2002; MAKIN,
2002; REED, 2003). Com o surgimento de novos conhecimentos na
biologia do cancer e, conseqientemente, na indugdao quimica da apoptose,
os tratamentos tornam-se mais eficazes, pois terapias utilizando drogas
anti-tumorais convencionais sao pouco seletivas e efetivas (HICKMAN,
1996).

Alteracoes Morfolégicas e Bioquimicas

O padrdo de alteracdes morfoldgicas e bioquimicas celulares associadas
com a programacao normal de morte celular e certos processos
patoldgicos in vivo inclui a formacdo de vacuolos citoplasmaticos,
encolhimento e diminuicdo do contato entre células vizinhas,
fragmentagcdo da membrana nuclear e condensacao cromatinica (WYLLIE;
KERR; CURRIE, 1980; MCCONKEY, 1998; MELO et al., 2000),
despolarizacao de membrana mitocondrial, fragmentacao
internucleossomal do DNA e alteragdes na assimetria de fosfolipideos de
membrana plasmatica (CURTIN; DONOVAN; COTTER, 2002). Quando a
morte celular apresenta todas as caracteristicas morfoldgicas e
bioquimicas de apoptose, mas foi induzida por um determinado composto
ou por um estimulo fisico, ndo constitui um processo programado e sim
uma resposta celular as mudangas ambientais (MARIA, 1998; KERR,
1995; KERR, 2002).
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Por outro lado, a morte celular por necrose ocorre, geralmente, em
resposta a injuria severa as células e é caracterizada morfologicamente
por inchaco citoplasmatico e mitocondrial, ruptura da membrana
plasmatica e liberacdao do conteddo extracelular. Conseqlientemente,
ocorre a geracao de uma resposta inflamatdria, que pode causar injuria e
até morte de células vizinhas (Figura 1), ou seja, nesta condicao um
grande numero de células sdo afetadas e lesadas ao mesmo tempo e
devido ao desencadeamento do processo inflamatério ha alteracOes
irreversiveis no tecido e/ou 6rgao afetado (CURTIN; DONOVAN; COTTER,
2002).
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Figura 1. Distingdo das diferentes alteracbes morfoldgicas nos processos de morte
celular por apoptose versus necrose. A necrose (a) é caracterizada pela perda de
integridade de membrana plasmatica, floculagdo da cromatina, inchago seguido de lise
celular com extravasamento do conteldo intracelular e desintegracdo de organelas. O
processo apoptotico (b) envolve alteracdo de permeabilidade de membranas,
condensacdo cromatinica, encolhimento celular, formacdo de corpos apoptéticos sem
desintegracao de organelas.

A Figura 1 também demonstra que no processo de morte celular por
necrose ocorrem alteragdes da fungdao mitocondrial, diminuindo
drasticamente a producao de ATP interferindo na funcao da bomba
Na*/K*, levando a tumefacdo celular devido ao aumento de Na™ citosdlico.
O aumento do Ca?* citosélico provoca ativacdo de fosfolipases e de
proteases, que juntamente com o aumento de espécies reativas de
oxigénio (EROs) induzem ruptura da membrana plasmatica, ativacdo de
proteases com consequente indugdo do extravasamento do conteldo
celular, sinalizando a migracdo de macréfagos ativando uma resposta
inflamatdria do sistema imune. Ao contrario da retracdo celular observada
em células apoptoticas, na necrose observa-se um intumescimento celular
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devido as lesGes no citoesqueleto e inibicdo da bomba de Na*/K™,
ocasionando a perda da permeabilidade seletiva da membrana
(MCCONKEY, 1998).

Em contraste, o processo apoptético envolve a participacao ativa das
células afetadas na cascata de autodestruicdao que culmina em degradacéao
do DNA via ativacdao de endonucleases, desintegracao nuclear e formagao
de “corpos apoptéticos” (WYLLIE; KERR; CURRIE, 1980; WYLLIE, 1985;
ARENDS; MORRIS; WYLLIE, 1990). Estes corpos apoptéticos sao
rapidamente retirados do tecido por macréfagos, esta sinalizagdo ocorre
devido a translocacao da fosfatidilserina do lado interno para o lado
externo da membrana “marcando” as células que deverao ser fagocitadas
(WYLLIE, 1985; COMPTON, 1992).

A maioria das alteracdoes morfoldgicas observadas por Kerr, Wyllie e
Durrie (1972), é causada por uma série de cisteino proteases, chamadas
caspases, que sao ativadas especificamente em células em apoptose
(COHEN, 1997; MINKO; KOPECKOVA; KOPECEK, 2001). Estas enzimas
possuem um residuo de cisteina no sitio ativo e clivam substratos que
possuem residuos de acido aspartico em sequéncias especificas. A
especificidade pelos seus respectivos substratos é determinada por quatro
residuos amino-terminal no sitio de clivagem (JACOBSON; EVAN, 1994;
STENNICKE; SALVESEN, 1998; THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998;
HENGARTNER, 2000). A ativacdao das caspases promove 0 aparecimento
das alteragbes celulares que caracterizam a apoptose, como
desmontagem da membrana nuclear e do arcabougo de laminas,
hipercondensacdo da cromatina e degradagao proteolitica das estruturas
nucleares e citoplasmaticas. Estas alteracbes sdao comuns a todas as
células em apoptose explicita, independentemente do agente indutor do
processo. Isso significa que a acao destas caspases representa uma via
final comum que opera em todas as células programadas para morrer
(THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998; HENGARTNER, 2000).

Sinalizacao da Morte Celular por Apoptose

Evidéncias atuais sugerem que ha varias rotas distintas para a ativacao de
caspases, dependendo do estimulo que desencadeia a maquinaria de
morte (Figura 2) (SLEE; ADRAIN; MARTIN, 1999; SLEE et al., 1999;
HENGARTNER, 2000), sendo que, em geral, duas vias distintas podem
estar ativas. A apoptose iniciada via receptores de morte (Figura 2 (A))
tais como Fas, também chamado de CD95 ou Apo-1 e TNF-R1 (receptor
fator de necrose tumoral), requerem pro-caspase-8 ou -10 no complexo.
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Figura 2. A via receptor (A) é desencadeada por membros da super-familia de
receptores de morte celular (tal como CD95/Fas/Apo-1). Ligantes especificos sinalizam
agregacao e formacdao de um complexo indutor de morte, que recruta pré-caspases
através de proteinas de dominio de morte associada ao receptor. A via mitocondrial (B)
é frequentemente ativada em resposta a danos no DNA, envolvendo a ativagdao de um
membro pré-apoptdético da familia Bcl-2 (Bax, Bid). Membros pro- e anti-apoptoético da
familia Bcl-2 regulam a liberacdo de citocromo c a partir da membrana mitocondrial
interna. Este associa-se com Apaf-1, dATP e pré-caspase-9, formando apoptossomo.
Caspases subsequentes sdo ativadas, culminando na clivagem de substratos especificos e

morte celular por apoptose.

Porém, estimulos apoptoéticos induzidos por agentes quimioterapéuticos
em varias linhagens de leucemia parecem ser independentes desta via

(Figura 3) (EISCHEN et al., 1997; DEBATIN, 2000).
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Figura 3. Estimulos apoptéticos induzidos por agentes quimioterapicos podem ser
independentes da via receptor de morte celular. Neste caso, a via mitocondrial é ativada
com envolvimento de alteragbes de permeabilidade de membrana mitocondrial e
liberacdo do citocromo c para o citosol, que se liga a dATP, Apaf-1 e prd-caspase-9,
formando o complexo apoptossomo. A caspase-9 ativa (iniciadora) pode entdo clivar as
caspases efetoras subsequentes.

Neste caso, a via mitocondrial (Figuras 2 (B) e 3) é ativada
predominantemente, com envolvimento de alteragdes de permeabilidade
de membrana mitocondrial e liberacao do citocromo c para o citosol, que
se liga a dATP, Apaf-1 e pré-caspase-9, formando o complexo
apoptossomo. A caspase-9 ativa (iniciadora) pode entao clivar as caspases
efetoras subsequentes (-2, -3, -6, -7, -8, -9, e -10). Portanto, a ativacao
da caspase-9 mediada pelo citocromo ¢ serve como um mecanismo de
amplificacdo de sinais durante o processo apoptético (LI et al., 1997;
GREEN; REED, 1998; SLEE; ADRAIN; MARTIN, 1999; SLEE et al., 1999;
DESAGHER; MARTINOU, 2000; KUIDA, 2000; HERR; DEBATIN, 2001;
ANAZETTI et al., 2003 a,b). A via mitocondrial (B) é freglientemente
ativada em resposta a danos no DNA, envolvendo a ativacao de um
membro pro-apoptoético da familia Bcl-2 (Bax, Bid). Membros pré- e anti-
apoptotico da familia Bcl-2 regulam a liberagdo de citocromo c a partir da
membrana mitocondrial interna. Os membros anti-apoptéticos da familia
Bcl-2 inibem a morte celular por apoptose impedindo a formacao de poros
na membrana mitocondrial, consequentemente, inibem o extravasamento
do citocromo c¢ para o citosol (GOTTLIEB, 2000). Este associa-se com
Apaf-1, dATP e pro-caspase-9, formando o apoptossomo. Caspases
subsequentes sao ativadas, culminando na clivagem de substratos
especificos e morte celular por apoptose (ANURADHA; KANNO; HIRANO,
2001).

Reguladores do Processo Apoptoético

A homeostase tecidual é dependente do perfeito balango entre
proliferacao e morte celular, que sao eventos intimamente acoplados.
Alguns reguladores do ciclo celular participam em ambos os processos,
morte celular programada e divisao celular. A relacao entre ciclo celular e
apoptose € reconhecida pelos genes que codificam as proteinas c-Myec,
p53, pRb, Ras, PKA, PKC, Bcl-2, NF-kxB, CDK, ciclinas e CKI. Apods
estimulacdo, estas proteinas podem induzir proliferagdo celular, parada do
ciclo ou morte celular. O “background” genético e o micro-ambiente
celular sao importantes, assim como a extensao de danos ao DNA e o
nivel de diferentes proteinas (VERMEULEN; BERNEMAN; VAN
BOCKSTAELE, 2003). Como discutido anteriormente, as proteinas da
familia Bcl-2 apresentam uma importante fungao anti-apoptética, que é
regulada por multi-sitios de fosforilagdo envolvendo interagbes entre
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varias proteinas da familia (HALDAR; JENA; CROW, 1995; YAMAMOTO;
ICHIJO; KORSMEYER, 1999). Niveis elevados de proteinas dessa familia
de genes bloqueiam a apoptose (Bcl-2 e Bcl-x) e outras promovem-na
(Bax, Bad e Bak). Os genes anti-apoptoéticos da familia Bcl-2 sao
promotores da sobrevivéncia celular por inibirem a ocorréncia da apoptose
(VERMEULEN; BERNEMAN; VAN BOCKSTAELE, 2003). A proteina Bcl-2
esta localizada na membrana mitocondrial externa de diferentes tipos
celulares, como epitélios capazes de proliferacao e morfogénese. Dentre
suas atuacgdes estd o bloqueio da liberacdo de citocromo c pela
mitocondria apds estimulo apoptogénico, impedindo portanto, a ativacao
de caspases (YAMAMOTO; ICHIJO; KORSMEYER, 1999). A proteina Bax
pode produzir heterodimeros com a Bcl-2 (Bax/Bcl-2) ou homodimeros
(Bax/Bax), desta forma, Bcl-2 suprime a morte celular quando
heterodimerizada com Bax; por outro lado, o homodimero Bax/Bax
promove apoptose. O mecanismo de controle da apoptose pelos genes da
familia Bcl-2 envolve a formagdo de poros na membrana mitocondrial,
permitindo a interacdo de varias proteinas envolvidas na regulacdo da
morte celular (GOTTLIEB, 2000; VERMEULEN; BERNEMAN; VAN
BOCKSTAELE, 2003).

A proteina c-Myc é uma fosfoproteina nuclear que funciona como um fator
de transcricdao estimulando a progressao do ciclo celular e a apoptose. A
expressdo de c-Myc € regulada por fosforilagdo e interagdo com outras
proteinas celulares. E um gene de resposta inicial, ou seja, responde
diretamente a sinais mitogénicos estimulando a passagem das células da
fase G1 do ciclo celular. Pode exercer seu efeito na progressao do ciclo
celular pela transcricao de genes importantes no controle do ciclo celular,
tais como ciclinas, quinases e outros fatores de transcricdo. Ao mesmo
tempo atua como regulador negativo da parada do ciclo celular,
suprimindo a transcricdao de alguns genes envolvidos. Além do seu papel
no ciclo celular, c-myc também apresenta um papel chave na regulacao
do processo apoptético. Trabalhos anteriores mostraram que tanto a
superexpressao quanto a diminuicdao da expressao de c-Myc pode levar a
morte celular (THOMPSON, 1998; CONZEN et al., 2000).

Os eventos moleculares envolvidos no processo de apoptose induzida por
c-Myc ndo estao bem compreendidos. Em geral a inducao de apoptose por
c-Myc parace ocorrer quando ha privacdo de fatores de sobrevivéncia
celular. c-Myc pode involver vias independente ou dependente de p53,
transativando o gene promotor da proteina p53 e aumentando sua meia
vida. A inducdao de apoptose por c-Myc pode também estar relacionada
com a liberagdao de citocromo c envolvendo proteinas Bax (pré-apotéticas)
funcionalmente ativas e com a expressao de Fas ligante e de receptor Fas
(REYNOLDS et al., 1994).
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Um outro importante gene envolvido no processo de morte e proliferagao
celular é o supressor tumoral p53. Este gene é o mais frequentemente
mutado em todos os tipos de cancer humano e é um sensor universal de
estresse genotdéxico. A frequéncia de mutacbes do gene p53 varia
dependendo do tipo de tumor, mas em média, 50% dos tumores
apresentam uma lesao no locus p53 (COLMAN; AFSHARI; BARRET, 2000).
A proteina p53, cujo nome refere-se a massa molecular, € amplamente
conhecida como indutora de parada do ciclo celular e de apoptose. Esses
processos sao regulados por transativacdo de genes envolvidos em
diferentes funcbes celulares, mas p53 também ativa mecanismos
independentes de transcricdo génica (HAUPT et al., 1995; AGARWAL et
al., 1998; VERMEULEN; BERNEMAN; VAN BOCKSTAELE, 2003).

Normalmente, a proteina p53 é encontrada na célula em niveis basais,
sugerindo que seja uma proteina requerida pelas células ocasionalmente
em circunstancias especiais. A inducao de aumento nos niveis da proteina
p53 em cultura inibe a proliferacao celular. Assim, a célula permanece na
fase G1 do ciclo celular, o chamado ponto de checagem da integridade do
material genético, impedindo sua passagem para a fase S. Células
expostas a irradiacdo e que ndo codificam a proteina p53 continuam
dividindo-se e replicando o DNA sem pausa para o reparo de lesdes no
DNA (VERMEULEN; BERNEMAN; VAN BOCKSTAELE, 2003; HAUPT et al.,
2003).

Este gene envolvido na apoptose foi detectado inicialmente em estudo de
tumores. O cancer surge quando células recém-fomadas apresentam
mutagdes simultaneas em genes que controlam o crescimento e a
sobrevivéncia. Estes defeitos, se pouco extensos, podem ser corrigidos
por enzimas especializadas. Em geral, se a mutacao é irreparavel, ocorre
o0 desencadeamento do processo de morte celular por apoptose. Ao
contrario do gene Bcl-2, o p53 para o ciclo celular desencadeando a
apoptose. Células mutantes, que nao codificam este gene, nao sofrem
apoptose. Estas células sobrevivem por mais tempo, acumulam mais
mutacgOes e multiplicam-se sem controle, gerando tumores. Por impedir a
proliferacao de células mutadas, protegendo o organismo do cancer, o p53
é denominado de gene supressor de tumores (BENNETT, 1999).

A proteina retinoblastoma (Rb) inibe a progressdo do ciclo celular pela
interagao com fatores de transcrigao tais como E2F. Quando a pRb torna-
se fosforilada, o fator E2F é liberado estimulando a proliferacao. Além do
papel da pRb no ciclo celular, essa proteina também atua na regulacao
negativa do processo apoptotico. O fator E2F induz a expressao do fator
pro-apoptético Apaf-1 e evidéncias sugerem um papel para o fator E2F em
apoptose em seguida ao dano no DNA (HARBOUR; DEAN, 2000).
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Portanto, p53 e pRb/E2F podem estar diretamente ligados a proliferacao
celular e apoptose. A proteina p53 ativada causa parada do ciclo celular
na fase G1. Nestas condicOes, a proteina Rb nao estd fosforilada e as
células nao podem progredir através do ciclo celular. Por outro lado, pRb
fosforilada libera o fator E2F, que induz diretamente a transcricao do gene
gue codifica a p53. Portanto, a via apoptdtica dependente de p53 esta
conectada com o par pRb/E2F (HIEBERT et al., 1995). Cada um dos
supressores tumorais (p53 e pRb) podem ser capazes de compensar a
perda do outro (KING; CIDLOWSKI, 1998, VERMEULEN; BERNEMAN; VAN
BOCKSTAELE, 2003).

Apoptose versus Estresse Oxidativo

Uma grande variedade de estimulos pode induzir apoptose, dentre esses o
estresse oxidativo provocado pela geracao de intermediarios oxidativos
através da acdo de alguns agentes anti-neoplasicos (MATES; SANCHEZ-
JIMENEZ, 2000; HENSLEY et al., 2000; PIWOCKA et al.,, 2001). O
mecanismo de inducdo pode ser via exposicdo a perdéxido de hidrogénio
(IKEDA et al., 1999; MATSURA et al., 1999), ciclizacao-redox de quinonas
ou agentes tiol-alquilantes (SLATER et al., 1995). Uma enorme
quantidade de dados suporta o papel do estresse oxidativo no
desencadeamento de apoptose (MCCONKEY, 1998), sendo que as vias
apoptoéticas classicas envolvem um acumulo moderado de espécies
reativas de oxigénio. Assim como o calcio, o estresse oxidativo pode inibir
ou promover apoptose e até necrose, dependendo da intensidade do
estimulo (FERNANDEZ; COTTER, 1994).

O estado redox das células é uma conseqliéncia do balanco entre os niveis
de espécies reativas de oxigénio (EROs), oxidantes e redutores
equivalentes. Elevacdao nos niveis de EROs acima da capacidade de
tamponamento e atividade enzimatica designada para modular os niveis
dessas espécies resulta em estresse oxidativo potencialmente citotdxico.
Sob esta condicdo pro-oxidante, radicais altamente reativos podem
danificar o DNA, RNA, proteinas e componentes lipidicos, que podem levar
a morte celular. Apesar de varias macromoléculas estarem sujeitas ao
atague de EROs, o ataque a nucleotideos livres ou ao DNA pode ocasionar
danos permanentes devido aos efeitos deletérios destas espécies (ALLEN;
TRESINI, 2000).

Muitos tipos celulares normais e malignos podem gerar e liberar espécies
reativas de oxigénio in vitro em resposta a um estimulo especifico
desencadeado via fator de crescimento/citocina ou constitutivamente no
caso de células tumorais (CERUTTI, 1994; ZWART et al., 1999). Células
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cancerigenas podem gerar peréxido de hidrogénio e, se isso ocorrer in
vivo, pode contribuir para a mutacdo das células normais em cancerigenas
e provocar danos em tecidos normais e, assim, facilitar o crescimento e
invasao do tumor (ZWART et al., 1999; NAVARRO et al., 1999). Tem sido
sugerido que a persisténcia de uma situacao de estresse oxidativo em
células tumorais poderia explicar parcialmente algumas caracteristicas do
cancer, tais como proto-oncogenes ativados, fatores de transcricdo,
instabilidade genbmica, resisténcia a radioterapia ou a quimioterapia,
invasao tecidual e metastase (TOYOKUMI et al., 1995; ALLEN; TRESINI,
2000). Contudo, a ocorréncia de uma situacao de estresse oxidativo in
vivo e suas conseqiéncias para o hospedeiro permanecem uma questao
em aberto. Um dos mais importantes fatores a ser considerado em relagao
a essa situacao de estresse oxidativo € o balanco entre radicais livres e
sistemas antioxidantes, comumente utilizados como marcadores do estado
redox.

A Figura 4 mostra as maiores fontes produtoras de EROs. Incluem a
mitocondria, o reticulo endoplasmatico, a membrana plasmatica e o
citosol. A mitocondria gera O," durante a respiracdo, que é convertido a
H,0, pela Mn-SOD. No citosol, O,* é convertido a H,0; pela Cu, Zn-SOD.
As duas maiores defesas contra H,O, sao o ciclo redox GSH presente em
ambos, citosol e mitocondria e, catalase presente na fracao peroxissomal.
Outras fontes de 0O, incluem as enzimas xantina oxidase no citosol,
NADPH oxidase na membrana plasmatica e citocromo P450 no reticulo
endoplasmatico. Bcl-2 pode funcionar como um antioxidante em alguns
sistemas apoptéticos induzindo a relocalizagdo de GSH no nucleo. O 6xido
nitrico (NO) pode ser produzido no citosol ou na mitocéndria pela 6xido
nitrico sintase (NOS). Adicionalmente, TNFa pode induzir ativacao de NOS,
resultando na geragao de 6xido nitrico. O NO pode reagir com lipideos de
membrana e podem causar mutacdes no DNA. Além disso, ONOO™~ pode
induzir peroxidacdo lipidica e sinalizar a morte celular por apoptose.

GSH e Apoptose

Em uma situacdo de estresse oxidativo as células apresentam dois
mecanismos de defesa importantes: um tampao redutor tiol consistindo
de pequenos peptideos com moléculas sulfidrila redox-ativas: glutationa
(GSH) e tiorredoxina (TRX) e, um sistema enzimatico (superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX)) (Figura
4) (YU, 1994; GABBITA et al., 2000; MATES, 2000; DAVIS JUNIOR;
RONAI; TEW, 2001; CURTIN; DONOVAN; COTTER, 2002).

Metrocamp Pesquisa, v. 1, n. 1, p. 37-58, jan./jun. 2007.
Disponivel em: <www.metrocamp.com.br/pesquisa>



48

A GSH é o mais abundante composto tiol de baixo peso molecular
encontrado em plantas e animais (MEISTER; ANDERSON, 1984; SIES,
1999), em concentragdes variando entre 0,1 - 10 mM (SCHROEDER et al.,
1996; DAVIS JUNIOR; RONAI; TEW, 2001). Este tripeptideo apresenta
diversas fungoes celulares em adicdo a suas propriedades antioxidantes
participando na transducao de sinal, na expressao génica e na apoptose
(LARSSON et al., 1983; VINA, 1990; COTGREAVE; GERDES, 1998;
ARRIGO, 1999; SIES, 1999; VOEHRINGER, 1999; DAVIS JUNIOR; RONAI;
TEW, 2001). Estes processos estao interrelacionados com o estado redox
tiol, interacdes proteina-glutationa e proliferacao celular (COTGREAVE;
GERDES, 1998; SIES, 1999).
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Figura 4. Fontes intracelulares de EROs e principais mecanismos de defesa antioxidante.
As maiores fontes produtoras de EROs incluem a mitocondria, reticulo endoplasmatico,
membrana plasmatica e citosol. A mitocondria gera O," durante a respiragdo, que é
convertido a H,0, pela Mn-SOD. No citosol, O,"" é convertido a H,0, pela Cu, Zn-SOD. As
duas maiores defesas contra H,0, sdao o ciclo redox GSH presente em ambos, citosol e
mitocondria e catalase presente na fracdo peroxissomal. Outras fontes de O,* incluem as
enzimas xantina oxidase no citosol, NADPH oxidase na membrana plasmatica e citocromo
P450 no reticulo endoplasmatico. Bcl-2 pode funcionar como um antioxidante em alguns
sistemas apoptoticos induzindo a relocalizagdo de GSH no nucleo. NO pode ser produzido
no citosol ou na mitocondria por NOS. Adicionalmente, TNFa pode induzir ativagdo de
NOS, resultando na geragdao de o6xido nitrico (NO). NO pode reagir com lipideos de
membrana e podem causar mutacdes no DNA. Além disso, ONOO~ pode induzir
peroxidacdo lipidica.

Em condicdes normais, mais de 95% da GSH nas células esta reduzida;
portanto o ambiente intracelular é, normalmente, altamente redutor.
Investigacdes sobre o papel da GSH na modulagdao da sinalizagdao
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apoptdtica sugerem que alteragdes redox no ambiente intracelular
induzido por agentes citotéxicos também sdo modulados pela geragao de
EROs e pela extrusao de GSH das células (GHIBELLI et al., 1995). Varios
estudos demonstram uma diminuicdao de GSH intracelular concomitante a
um aumento em EROs no processo de morte celular por apoptose (ODA et
al., 1999; XU; THORNALLEY, 2001).

A esse respeito, Slater et al. (1995) postularam que a perda de GSH
citoplasmatico seria um dos eventos caracteristicos de morte celular por
apoptose, através da influéncia na capacidade redox tamponante da
célula, tornando-a intolerante a presenca de agentes oxidantes. Quando
ha uma diminuicdo também nos niveis de GSH mitocondrial, a producao
de energia é afetada e a célula incha e sofre “necrose secundaria”
(apoptose tardia). Estudos demostraram que a morte celular apoptética
pode sofrer uma transicdo para a necrética durante uma situagao de
estresse oxidativo através de dois mecanismos principais. O primeiro é
desencadeado pela inativagdo de caspases devido a oxidagdo do grupo tiol
de seus sitios ativos por agentes oxidantes ou S-nitrosilagdo. No segundo
mecanismo ocorre uma reducdo nos niveis de ATP, portanto, na producao
de energia, devido a diminuicdao de fungao mitocondrial causada pela agao
de agentes oxidantes, levando a liberacdo de citocromo c e alteracao de
permeabilidade de membrana mitocondrial (MCCONKEY, 1998; CHANDRA;
SAMALI; ORRENIUS, 2000). Outros agentes antioxidantes possuem
atividades semelhantes ao GSH, protegendo as células do processo
apoptoético.

Apoptose e Doencas

A morte celular programada participa de varios processos fisioldgicos
vitais, como o desenvolvimento embrionario, a involucao da glandula
mamaria apdés o periodo de amamentacdo, o controle da proliferacao de
tumores e a regulacdao de populacdes do sistema imune. Alteracdes nos
genes responsaveis pelo desencadeamento do processo apoptético podem
ocasionar diversas patologias. Por ser indispensavel a vida, a morte das
células deve seguir um programa meticuloso. Qualquer disturbio em sua
regulacdo, ou seja, tanto o excesso quanto a deficiéncia, podem provocar
uma variedade de doencas.

A apoptose excessiva pode causar doencas neurodegenerativas (como o
mal de Alzheimer e o mal de Parkinson), lesbes secundarias apos
isquemia, osteoporose, entre outras patologias (KUSIAK; 1ZZO; ZHAO,
1996; DEIGNER; HABERKOM; KINSCHERF, 2000; FOSSLIEN, 2001;
SHELTON; KRISHNAMURTHY; JOHNSON, 2004). Em relacao ao mal de
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Alzheimer, os neurdnios entram em processo de morte celular por
apoptose precocemente, o que resulta em deméncia progressiva, perda da
cognicao e da memodria (KUSIAK; 1ZZO; ZHAO, 1996; SHELTON;
KRISHNAMURTHY; JOHNSON, 2004).

Em lesdes cardiacas ocasionadas por isquemia, o blogueio sanguineo leva
a necrose as células que dependem do vaso afetado. Porém, as células
proximas da darea afetada morrem mais lentamente através do
desencadeamento do processo de morte celular por apoptose induzido
pela geracao de EROs apds o restabelecimento da circulacdo sanguinea
(ANSELMI et al., 2004; MARIN-GARCIA; GOLDENTHAL, 2004).

As mutacdes em genes que regulam o crescimento de células somaticas
em vertebrados dirigem o desenvolvimento do cancer. Os processos
governantes da génese e progressao de cancer sao evolucionarios, nos
quais a selecao natural atua sobre a diversidade adquirida e inerente de
varios clones somaticos, prevalecendo as formas que apresentam
vantagens propagativas. Processos de proliferacao celular desregulada e
morte celular por apoptose suprimida constituem suporte para a
progressao neoplasica, comum a todos os tipos de céncer. Estes dois
defeitos celulares devem ser explorados terapeuticamente (BERTRAM,
2001; EVAN; VOUSDEN, 2001).

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), que é causada pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1), envolve a destruicao
apoptoética de linfécitos e, no contexto de patologias associadas a AIDS,
de neurbnios e de midcitos. Varias proteinas produzidas pelo HIV-1
desencadeiam apoptose pela inducao de permeabilizacao de membrana
mitocondrial. Além disso, varios analogos de nucleosideos utilizados
clinicamente no tratamento inibem a replicagado do DNA mitocondrial
(DNAmt) e/ou aumentam a frequéncia de mutacdes do DNAmt. Portanto,
parece que a patogénese de AIDS, as intervencdes farmacoldgicas e as
complicagcbes associadas com esta doenca, afetam a regulagao
mitocondrial da apoptose, que determina amplamente o resultado da
infeccao causada pelo HIV-1 (BADLEY et al., 2003).

Conclusoes

Muito ainda falta a ser pesquisado para um melhor esclarecimento das
vias sinalizadoras envolvidas na apoptose, cujos participantes sao
proteinas codificadas por genes especificos envolvidos no processo de
morte celular programada. A descoberta de novos genes, relacionados a
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morte celular, e dos produtos que eles codificam elucidarao, cada vez
mais, os mecanismos moleculares e genéticos deste processo e, no futuro,
terdo grande importancia pratica no campo da Medicina e da
Farmacologia. Estas pesquisas basicas sdo muito importantes
principalmente na aplicacdo pratica das descobertas as doencas
relacionadas a perda do equilibrio homeostatico das células de um tecido,
tais como, cancer e doencas neuro-degenerativas. O conhecimento sobre
os aspectos morfoldgicos, bem como bioquimicos da morte celular por
apoptose devera ser aprimorado. Contudo, o maior desafio é integrar o
conhecimento atual sobre a inducao e controle da morte celular por
apoptose com novas terapias para patologias diversas. Se o processo de
apoptose puder ser controlado, podera trazer implicacdes terapéuticas
para afeccOes tdao diversas quanto o cancer, Alzheimer, sindromes
aterosclerdticas e isquémicas, miocardiopatias, entre muitas outras.
Finalmente, é possivel que a pesquisa basica sobre a regulacdo da
ativacdo de caspases, o conhecimento sobre as proteinas e vias
bioquimicas envolvidas no processo apoptogénico podem revelar
estratégias logicas para a descoberta de novos farmacos utilizados no
tratamento tanto do cancer quanto de doencas neurodegenerativas.
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