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RESUMO

A apoptose apresenta-se como uma forma de morte celular programada que tem um
papel determinante na homeostasia tecidular dos organismos multicelulares. A
caracterizacdo fenotipica da apoptose inclui: condensacdo da cromatina, fragmentacéao
de DNA, externalizagdo da fosfatidilserina, vacuolizacdo, activacdo de caspases e

aumento de producdo de radicais oxigénio reactivos.

Desequilibrios no binémio proliferacdo/morte celular encontram-se associados a
multiplas patologias prevalentes. Sdo exemplos paradigmaticos as neoplasias que
envolvem com frequéncia este tipo de desequilibrios. Este trabalho foca igualmente
aspectos semelhantes noutras patologias como as doengas auto-imunes, Viroses,
Alzheimer e doenca de Parkinson. Esta perspectiva global permite perceber a
abrangéncia do impacto e papel da apoptose na fisiopatologia de variados processos

patologicos.
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ABSTRACT

Apoptosis is a form of programmed cell death (PCD) that plays a central role in tissue
homeostasis and maintenance in multicellular organisms. Cytological phenotypes
associated with apoptosis include chromatin condensation, DNA fragmentation,
phosphatidylserine externalization, vacuolization, activation of caspases, and increased

production of reactive oxygen species.

Imbalances in the duality of cell death and proliferation are associated to many
prevalent pathologies. Neoplasies are paradigmatic examples of such pathologies, and
are frequently associated with these imbalances. This work also focuses on similar
aspects in other pathologies such as auto-immune diseases, viral diseases, Alzheimer's
and Parkinson’s disease. This global perspective allows us to perceive the extent of the

impact and role of apoptosis in the pathophysiology of various disease processes.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento ocorrido na area da biotecnologia da satde nas Gltimas décadas tem
contribuido para uma melhoria acentuada na Saude e consequentemente um aumento da
esperanca média de vida. Doencas emergentes tém surgido e a preocupacao para as suas
causas e O seu comportamento no organismo humano sdo sempre uma questdo

relevante.

Este trabalho de revisdo bibliografica surgiu com o intuito de avaliar a importancia do
fendmeno de morte celular programada, quer nos processos Vvitais, assim como a sua

relacdo no desencadeamento de diversas patologias na espécie humana.

O principal objectivo foi a pesquisa de informacgédo cientifica para uma melhor
compreensdo da relacdo entre a morte programada das células e o aparecimento de

patologias e de todos os mecanismos relacionados com este fenGmeno.

Inicialmente, pretendeu-se fazer uma revisdo bibliografica dos fundamentos tedricos
que constituem a base do tema desta dissertacdo. Assim sendo, fez-se uma breve
abordagem aos conceitos relacionados com a morte celular programada, com o
propoésito de facilitar a compreensdo do capitulo seguinte, relativo a sua relacdo com
diversas patologias, entre elas, o cancro, doencas autoimunes, infeccdes viricas e

doencas neurodegenerativas.

No primeiro capitulo, definiu-se o conceito de morte celular, fazendo referéncia a morte
celular programada, bem como as suas caracteristicas, morfologia, controlo genético e
vias de activacdo. Na segunda parte, foi abordado de que forma a morte celular

programada contribui para o desenvolvimento e progressdo de patologias.
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CAPITULO |

1.1. MORTE CELULAR

A morte celular por necrose apresenta-se como um processo passivo de caracter
degenerativo devido & morte acidental de células ou de um tecido, por causas
fisioldgicas, traumatismos graves ou agentes infecciosos. O fen6tipo de necrose é
caracterizado pelo aumento do volume da célula (oncose) e dos seus organelos com
consequente perda da integridade da membrana plasmatica e derramamento do contetdo
intracelular. Como reac¢do o organismo desencadeia uma resposta inflamatoria (Alberts
et al., 2004; Grivicich et al., 2007).

No entanto, nem todos os eventos de morte celular sdo processos passivos. A morte de
uma célula pode ser um processo geneticamente controlado, caracterizado por uma
sequéncia de fendomenos moleculares e bioguimicos desencadeados por estimulos
enddgenos ou exdgenos, que resultam num processo designado de morte celular
programada (PCD), podendo assumir formas distintas, das quais se destacam a apoptose
e a autofagia, contrariamente ao tipo de morte ndo regulado ou controlado de uma célula
a necrose. A nivel molecular e celular estas trés formas de morte celular apresentam
caracteristicas diferentes, mas verifica-se que estes processos podem ocorrer em
simultaneo e/ou alternadamente, dificultando a sua diferenciacéo prética e experimental
(Castro et al., 2010; Skulachev, 2000).

As classificagcdes e denominacdes dos diferentes tipos de morte celular sdo normalmente
efectuadas perante a sua aparéncia morfolégica (apoptose, necrose, autofagia ou
associada com mitose), envolvimento de enzimas (envolvimento de nucleases ou
caspases), aspectos funcionais (programada ou acidental, patolégica ou fisioldgica) ou
ainda caracteristicas imunoldgicas, com nomenclatura especifica para cada caso
(Kroemer et al., 2009). Neste trabalho apenas serd abordado o tipo de PCD cujo

fendtipo seja de apoptose.
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1.2. MORTE CELULAR PROGRAMADA

A PCD apresenta-se como um processo rapido, muito regulado e de grande eficiéncia
que ocorre de forma ndo acidental, induzido por uma infinidade de estimulos que
requerem a interaccdo de diversos factores. E caracterizada por desencadear processos
bioquimicamente especificos e por ocorrer com consequentes alteragdes morfoldgicas
em células individualizadas. Em todo este processo ndo ocorre resposta inflamatoria.
Requer energia e sintese proteica para a sua execucdo e realiza-se em diversas etapas
(Alberts et al., 2004; Grivicich et al., 2007).

Em 1972, Kerr, Wyllie e Currie sugeriram o termo “apoptose” para indicar esse tipo de
morte celular, caracterizada pelas alteracbes morfologicas. O seu termo provém do
grego “apoptosiz” que significa “queda”, a queda das folhas das arvores no Outono.

(Alberts et al., 2004; Kerr et al., 1972).
1.3. APOPTOSE
1.3.1. Conceito e carateristicas

A apoptose € uma forma de PCD que pode ocorrer em condicdes fisiologicas normais,
ndo sendo implicita a existéncia de agente patologico. O numero de células que sofrem
PCD quer durante o desenvolvimento como em tecidos adultos é impressionante.
Estima-se que um individuo adulto seja constituido por 10** células sométicas e que
diariamente 10™° dessas células entrem em PCD. Esta forma de morte celular participa
na morfogénese, na renovacdo das populacdes celulares de varios 6rgaos e sistemas ao
longo de toda a vida dos organismos multicelulares, na eliminacdo de células anormais
por diversos tipos de alteracdo de acido desoxirribonucleico (DNA) e na eliminagédo de
células infectadas por virus, pelo que a apoptose € um processo essencial na

homeostasia de varios tecidos e érgaos. (Alberts et al., 2004).

A apoptose é um processo intrinseco a célula e geneticamente programado que é

desencadeado por estimulos intrinsecos ou extrinsecos, no entanto, em condicGes
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fisiolégicas ndo se pode considerar que existe um qualquer sinal universal capaz de
desencadear o processo de apoptose e, apesar de diversos estimulos poderem
desencadear apoptose, o efeito de um dado estimulo num determinado tipo de células
pode ndo ser sistematico. Assim, a apoptose surge como uma resposta celular entre
varias respostas celulares possiveis. Esta concepgdo contém uma componente
individual, a denominada “decisdo celular”, mas também evidencia componentes
circunstanciais. Por outras palavras, a célula integra varios sinais intrinsecos e
extrinsecos, e dessa integracdo pode resultar a activacdo do processo de execucdo
apoptética (Castro et al., 2008).

Como estimulos desencadeadores de PCD destacam-se: ligacdo de moléculas a
receptores membranares, agentes oxidantes, agentes quimioterapicos, radiacao
ionizante, danos no DNA, choque térmico, glicocorticoides, neurotransmissores,
auséncia de factores de crescimento, baixa quantidade de nutrientes e niveis aumentados
de espécies reactivas de oxigenio (ROS), toxinas bacterianas, calcio, radicais livres e

agentes mutagenicos (Kiechle and Zhang, 2002).

Para além dos factores promotores do processo apoptotico, existem também os factores
supressores. Entre eles destacam-se: hormonas androgénicas e esteroides, ido de zinco,

factores da matriz celular e determinados aminoacidos (Anazetti and Melo, 2007).

1.3.2. Morfologia

Morfologicamente a apoptose apresenta caracteristicas muito marcantes e coordenadas,
distintas de outras formas de morte celular que incluem o arredondamento da célula, a
retraccdo dos pseudopodes, reducdo do volume celular, condensacdo do ndcleo e
citoplasma, fragmentacdo do DNA, externalizacdo da fosfatidilserina, activacdo das
caspases, aumento da producdo de ROS, degradacdo do citoesqueleto, alteracGes na
membrana citoplasmatica, terminando na fragmentacdo celular em corpos apoptoticos
que vao ser de imediato fagocitados por células vizinhas, evitando assim a resposta
inflamatéria por parte do sistema inume (Alberts et al., 2004; Domingos and Steller,
2007; Vaux and Korsmeyer, 1999).
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Uma vez iniciada a fase de execugdo apoptotica, a destruicdo celular é rapida pois todas
as alteracbes morfoldgicas que caracterizam o processo apoptético decorrem em
escassos minutos. E um processo sequencial que se inicia com a perda da coesdo da
célula diminuindo assim a sua aderéncia as células vizinhas, ndo ocorrendo nesta etapa
alteracbes morfoldgicas a nivel dos organelos. Nesta fase precoce de apoptose, por
vezes algumas mitocondrias apresentam ruptura da membrana externa. De seguida, a
cromatina comega a condensar e a localizar-se junto da membrana nuclear que nesta
fase ainda se mantém coesa. Este é o traco mais caracteristico da apoptose (Alberts et
al., 2004).

Legenda:

A: Desagregacdo do nlcleo com condensacdo nuclear

B: Diminuicdo do tamanho da célula

C: Condensacao celular e inicio de formacéo de vesiculas

D: Formacédo de corpos apoptdticos

Figura 1 - Sequéncia de eventos apoptoticos. Adaptado de Reproductive and
Cardiovascular Disease Research Group — Apoptosis Em linha. Disponivel em
<http://lwww.sgul.ac.uk/depts/immunology/~dash/apoptosis/> [Consultado em Julho
2011]

A partir desta etapa comecam a formar-se prolongamentos membranares e ocorre a
desintegracdo do nucleo (cariorexis) em fragmentos revestidos pela membrana nuclear.
O DNA fragmenta-se. Os prolongamentos membranares entdo formados aumentam de
nimero e tamanho acabando por romper-se. A membrana celular desagrega-se e
formam-se o0s corpos apoptoticos contendo citoplasma, organelos e fragmentos
nucleares. Consequentemente e face & resposta imunitaria eficaz do organismo, estes
fragmentos sdo fagocitados por macrofagos, células parenquimatosas ou células

dendriticas e removidos sem desencadear um processo inflamatorio. Este processo de
5
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reconhecimento é imediato por parte dos fagdcitos uma vez que durante a formacao dos
corpos apoptoticos, ocorre a externalizacdo da fosfatidilserina do folheto interno para o
folheto externo na membrana plasmatica, ficando exposta a superficie externa da célula,
indicando desta forma as células vizinhas que deverdo ser fagocitados (Alberts et al.,
2004).

1.3.3. Controlo genético

Os estudos efectuados em sistemas relativamente simples na escala evolutiva abrem
perspectivas e facilitam a abordagem de varios fendmenos bioldgicos em sistemas mais
complexos, como o dos mamiferos. Merecem particular relevo os resultados obtidos no
nematoda Caernorhabditis elegans (C. elegans) pois representam o arquétipo da “morte
celular programada” (Danial and Korsmeuer, 2004; Domingos and Steller, 2007;

Twomey and McCarthy, 2005).

A primeira demonstragédo experimental do controlo genético do processo de PCD surgiu
em trabalhos realizados no modelo experimental do C. elegans, um nematoda
hermafrodita cujo desenvolvimento embrionario implica eliminacdo, por apoptose, de
um namero exacto de células. Durante o desenvolvimento do hermafrodita adulto
originam-se 1090 células das quais 131 sdo eliminadas por apoptose. Este processo de
perda celular selectiva é rigoroso e previsivel e demonstra que a apoptose é um processo
que envolve a expressdo sucessiva e atempada de varios genes que codificam proteinas
com funcdes muito distintas (Danial and Korsmeuer, 2004; Domingos and Steller, 2007;
Twomey and McCarthy, 2005).

Seguem-se estudos com Drosofilla melanogaster (D. melanogaster), a mosca-da-fruta,
que apresenta uma complexidade intermédia entre 0s nematodas e os mamiferos,
partilhando varias semelhancas nas vias de transmisséo de sinal com os mamiferos, mas
com um funcionamento mais simples o que permitiu estudar eficazmente as funcdes
especificas de cada proteina ou genes envolvidos (Danial and Korsmeuer, 2004;
Domingos and Steller, 2007; Twomey and McCarthy, 2005).
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Os genes, as proteinas e as enzimas descritos variam de nomenclatura entre diferentes
espécies, mas existem muitas vezes homologias funcionais que permitem uma

comparagdo entre espécies como se pode observar na Figura 2:

C. Elegans D. Melanogaster Mamiferos

| Bel-2 | —|| Bax |
Q-

Mitocéndria l

!

§—-a-

2'rldm —{ | Diapt | —{ [ Dronc | HAZIOM —i[ps || caspases |
el l ARTS

_ l

Morte da célula Morte da célula Morte da célula

Figura 2 — Sequéncia de sinalizacdo apoptotica nas especies C. elegans, D.
melanogaster e em células de mamifero. Os homdlogos funcionais apresentam-se
identificados com cores iguais. Ndo se incluem as vias extrinsecas de ativacdo das

caspase-2 e caspase-8. Adaptado de Domingos and Steller, 2007.

Os mecanismos de PCD estdo presente em organismos unicelulares e multicelulares,
tendo sido conservados ao longo da evolugéo, sugerindo que a origem da PCD antecede
a multicelularidade, uma vez que ja foram observados mecanismos de PCD em
bactérias e leveduras que apresentam caracteristicas semelhantes as descritas para o
processo apoptotico das células de mamiferos (Cheng et al.,, 2008; Twomey and
McCarthy, 2005).
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1.3.4. Proteinas da familia Bcl-2

Em mamiferos o principal grupo de genes envolvidos na maquinaria apoptotica pertence
a familia Bcl-2 que engloba vérios genes que sdo responsaveis pela codificacdo de
diversas proteinas com accOes funcionalmente opostas. Na familia Bcl-2 existem genes
que desempenham um papel pré-apoptotico e outros genes que desempenham um papel
anti-apoptotico. E da interaccio entre estes genes e as proteinas por eles codificadas que
resulta uma regulacdo central da apoptose pela familia Bcl-2, que num estado de
equilibrio mantém a célula num estado de permissividade, mas é sobre essa regulacdo
central que convergem os diferentes estimulos extra e intracelulares (Alberts et al.,
2004; Danial and Korsmeuer, 2004; Twomey and McCarthy, 2005).

Esta familia, constituida por mais de catorze membros tem como referéncias
organizadoras o gene Bcl-2 e o seu contraponto o gene Bax. O Bcl-2 codifica uma
proteina capaz de bloquear a apoptose induzida por diversos estimulos. Por outro lado, a
proteina codificada pelo Bax revelou-se capaz de potenciar ou acelerar processos
apoptoticos (Alberts et al., 2004; Grivicich et al., 2007).

Estas proteinas, Bcl-2 e Bax sdo capazes de formar homodimeros (Bcl-2/Bcl-2 ou
Bax/Bax), ou heterodimeros (Bcl-2/Bax), sendo que o equilibrio entre esses
homodimeros e heterodimeros define o balanco pré-apoptoético ou anti-apoptdtico na
célula. Todas as proteinas bloqueadoras parecem funcionalmente equivalentes nas
formas de homodimeros ou de heterodimeros, enquanto a Bax s6 promove a apoptose

na forma de homodimero (Kiechle and Zhang, 2002).

Alguns membros desta familia de proteinas, como a prépria Bcl-2 e Bel-XL, inibem o
processo apoptédtico, pelo menos parcialmente, ao bloquear a libertacdo do citocromo ¢
(cyt ) pela mitocondria. Por outro lado, outros membros da familia Bcl-2 (Bad, Bax e
Bak) promovem a activacdo das procaspases e consequente morte celular. Algumas
destas proteinas promotoras da apoptose, tal como a Bad, funcionam por ligacdo e
inactivacdo da familia dos membros inibidores da morte, enquanto outras proteinas,

como a Bax e a Bak, estimulam a libertacdo do cyt ¢ da mitocondria. Se 0s genes que

8
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codificam a Bax e a Bak sdo inactivados, as células so resistentes a maltiplos estimulos
indutores da apoptose, indicando a importancia crucial dessas proteinas na inducdo da
apoptose. A Bax e a Bak sdo activadas por outros membros promotores da apoptose da
familia Bcl-2, como a Bid (Alberts et al., 2004).

1.3.5. Proteinas inibidoras da apoptose (1AP)

As proteinas inibidoras da apoptose (IAP) sdo outra importante familia de proteinas
intracelulares reguladoras da apoptose. Estas proteinas inibem a PCD de trés vias
distintas: inibicdo da actividade das caspases efectoras 3 e 7, inibicdo da actividade da
caspase-9 iniciadora e modulacdo do factor de transcricdo NF-KB. Actualmente estdo
descritos cinco membros pertencentes ao agregado IAP: NAIP, XIAP, c-1AP-1, c-1AP-
2, e survivina. Esta Gltima tem sido evidenciada ao longo dos estudos efectuados uma
vez que esta associada a regulacdo e progressdo da mitose, inibicdo da apoptose e
resisténcia ao tratamento por radioterapia e quimioterapia em alguns tipos de cancro. No
decorrer do processo apoptotico, as IAP sdo impedidas de efectuar a sua ligacéo
inibitéria com as caspases, pelas proteinas mitocondriais libertadas para o citosol, no
mesmo momento em que € libertado o cyt ¢ que vai activar o Apaf-1, para interagir
directamente com a caspase-9. Tudo isto potencia a eficiéncia do processo de activagédo
de PCD (Debatin et al., 2004; Kiechle and Zhang, 2002).

1.3.6. Caspases: iniciadoras e executoras

A maquinaria intracelular apoptética € semelhante em todas as células animais. Envolve
uma familia de proteases, denominadas caspases, responsaveis pela ocorréncia da
degradacdo celular caracteristica da apoptose. Estdo actualmente descritas 14 caspases
em células de mamiferos que normalmente estdo presentes nas células numa forma
inactiva até que sejam activadas por um determinado estimulo. As caspases envolvidas
na apoptose dividem-se em duas classes: a classe | composta pelas caspases iniciadoras
(caspase -2 -8 -9 -10) e a classe Il das caspases efectoras que necessitam da activacao
directa por parte das caspases da classe | (Alberts et al., 2004; Shearwin-Whyatt and
Kumar, 1999).
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Pertencem a familia das proteases da cisteina (possuem uma cisteina no local activo)
que tém a capacidade de reconhecer e clivar substractos que possuam residuos de
aspartato. S&o produzidas como precursores inactivos designados de procaspases, 0S
quais sdo, por sua vez, activados pela clivagem proteolitica em resposta a sinais que
induzem a PCD. As proteases activas clivam outras proteinas-chave na célula, que a
matam rapida e ordenadamente. A actividade das procaspases € especificamente
regulada na célula para garantir um controlo apertado da PCD (Alberts et al., 2004;
Cohen, 1997).

A estrutura das caspases na forma de proenzimas é semelhante: sdo basicamente,
constituidas por um segmento N-terminal, também designado por pro-dominio, e por
duas cadeias (subunidades, longa e curta) que contém as sequéncias que participam no
dominio catalitico. S&o classificadas de acordo com o seu pro-dominio e o seu papel na
apoptose. As caspases iniciadoras possuem pro-dominios longos e estdo envolvidas na
iniciacdo da cascata proteolitica. Caspases efectoras apresentam pro-dominios curtos ou
inexistentes sendo responsaveis pela clivagem de substractos (Alberts et al., 2004;
Cohen, 1997).

A sinalizacdo que activa as caspases e desencadeia a cascata de eventos que resulta na
apoptose da célula pode ter duas origens, extra ou intracelular. Resumidamente, a
sinalizacdo extracelular resulta da activacdo de receptores especificos na membrana
celular, receptores de morte celular, dos quais se pode exemplificar o CD95, resultando
na interaccdo com procaspases gque sao activadas e convertidas em caspases funcionais.
A via intracelular ou via mitocondrial € activada, em resposta a um determinado
estimulo, induzindo na mitocondria alteracdes estruturais e bioguimicas que resultam na
libertacdo de factores pré-apoptéticos dos quais se podem referir o factor inductor de
apoptose (AIF) e o cyt ¢ (Twomey and McCarthy, 2005; Vaux and Korsmeuer, 1999).
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1.3.7. Vias de ativacao

Existem duas vias principais de activacdo do processo apoptotico: a via do receptor ou
via extrinseca e a via intrinseca ou mitocondrial, como ja referido anteriormente. No
entanto, existem evidéncias que apontam no sentido que as duas vias estdo interligadas,

e assim, uma pode influenciar a outra (Elmore, 2007).

i. Via extrinseca

A via extrinseca & desencadeada pela activacdo de receptores de membrana da
superfamilia factor de necrose tumoral (TNF) como o CD95 e o proprio receptor 1 do
TNF (TNF-R1). A activagdo do CD95 ou do TNF-R1, que séo receptores com uma
porcdo intracitoplasmatica, desencadeia, em regra, a apoptose da célula de uma forma
eficaz e rapida. A analise dos complexos proteicos associados aos receptores CD95 e
TNF-R1 permitiu caracterizar uma via de sinalizacdo apoptoética representada na figura
3. Resumidamente, a regido intracitoplasmatica dos receptores contém o “dominio de
morte” que pode interactuar, atraves de uma ou varias proteinas adaptadoras (FADD e
TRADD (+) FADD, respectivamente para 0 CD95 e TNF-R1), com a procaspase-8. A
activacdo do receptor pelo respectivo ligando recruta as moléculas adaptadoras que
traduzem o sinal de activacdo a procaspase-8; uma vez activada, a caspase-8 condiciona
a activacdo de uma cascata de caspases, com o resultado caracteristico de degradacao
apoptotica. Uma vez conhecida a transmissdo do sinal subjacente a activacdo de
caspases, desencadeado pela activacéo dos receptores CD95 e TNF-R1, este mecanismo
adquiriu a dimenséo de paradigma da execucéo apoptotica (Alberts et al., 2004; Elmore,
2007).

Por exemplo, os fagocitos podem induzir apoptose pela producdo de uma proteina
denominada ligante Fas, que se liga ao receptor de morte da proteina Fas na superficie
da célula-alvo. O conjunto Fas/Fas ligando recruta os adaptadores de proteinas
intracelulares que ligam e agregam moléculas de procaspase-8, que clivam e activam
uma a outra. As moléculas caspase-8 activadas anteriormente, activam as préximas

procaspases para induzirem a apoptose (Alberts et al., 2004).

11



Morte Celular Programada e Patologias Associadas

i Via Intrinseca

A via intrinseca é activada por diversos estimulos intra ou extracelulares que convergem
para a mitocondria. Por este motivo, a mitocondria é considerada o principal organelo
mediador deste tipo de morte. Este organelo integra os estimulos de morte celular,
induzindo a permeabilizacdo mitocondrial e consequente libertacdo de moléculas pré-
apoptéticas (Alberts et al., 2004; Grivicich et al., 2007).

Numa fase inicial observa-se perda do potencial de membrana mitocondrial (‘YATm),
geralmente associada a formacdo de poros que modificam as condicGes de
permeabilidade selectiva das trocas entre a mitocondria e o citosol. Estas alteracdes
mitocondriais participam no processo apoptotico, constituindo o mecanismo de
libertacdo de factores mitocondriais mediadores de apoptose como o AIF e 0 cyt ¢
(Elmore, 2007).

Em condicbes de permissividade ao estimulo apoptotico ocorre libertacdo pela
mitocéndria do cyt ¢ para o citosol. A presenca de factores citosélicos vai se
determinante para em conjugacdo com o cyt ¢ induzirem a propagacdo do estimulo
apoptotico. Alguns destes componentes foram caracterizados num complexo que
associa o cyt ¢ um factor citosélico associado a apoptose, (Apaf-1) e a procaspase-9. A
formacdo deste complexo na presenca de adenosina trifosfato (ATP) resulta na
activacdo da caspase-9 e, subsequentemente, de uma cascata de caspases. Ha evidéncia
da libertacdo de outros factores mitocondriais como € o caso de AlF com actividade

proteolitica proxima das caspases (Figura 3) (Alberts et al., 2004).
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Via Extrinseca Via Intrinseca

. Lizando de morte
Sinais de morte extracelulares

Eecetor de morte

Sinaiz de morte intracelulares

Apoptose

Figura 3 — Apoptose induzida por via extrinseca e via intrinseca. Adaptado de Ekhterae
etal., 2011
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CAPITULO I

2.1. APOPTOSE E PATOLOGIAS

A apoptose, aléem de desempenhar um papel importante no controlo de diversos
processos vitais, esta também associada a inimeras patologias (Grivicich et al., 2007).

Um desequilibrio no mecanismo da PCD, por defeito ou por excesso, pode levar ao
desencadeamento de inimeras patologias na espécie humana. Este tipo de PCD exige,
por isso, um processo de regulacdo muito fino, onde o destino de viabilidade ou de
morte é determinado pelo balango entre as proteinas anti e pro-apoptéticas (Elmore,
2007).

As patologias nas quais a apoptose esta envolvida podem ser divididas em dois grupos:
as doencas associadas a inibicdo da apoptose e as doencas associadas a inducdo da

apoptose (Chamond et al., 1999).

Seria um grande avanco na ciéncia e na historia da humanidade reverter a mortalidade
associada a uma das grandes doencas, sendo a maior do século XXI, o cancro. Varias
doencas vao ser abordadas mas talvez o cancro motive um maior investimento no
sentido de obtencdo de novas terapéuticas. De facto, a supressao da apoptose durante a
carcinogénese desempenha uma etapa fundamental no desenvolvimento e progressdo do

cancro (Elmore, 2007).

Sendo os tumores malignos geneticamente heterogéneos adquirem a capacidade de
ultrapassarem os limites impostos as c€lulas ditas “normais”. A expansao clonal de uma
célula transformada depende de um descontrolo da sua capacidade proliferativa e de
uma crescente incapacidade de morrer por apoptose. Apesar da enorme variabilidade
desta patologia, a resisténcia a apoptose é caracteristica da maioria dos tumores
malignos sélidos e hematoldgicos. Existem maltiplos mecanismos moleculares que as

células tumorais utilizam para suprimir a apoptose (Grivicich et al., 2007).
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A deficiéncia da PCD das células também contribui para o desenvolvimento de doengas
autoimunes e certas infecgbes viricas. As doencas autoimunes estdo associadas a
mutacBes em genes que tornam os linfocitos resistentes a apoptose e a delec¢do e
supressdo clonal dos linfocitos que ndo sdo eficazes na resposta imune é fundamental
para 0 bom funcionamento do sistema imunitario. Alguns virus, como o virus do
papiloma humano (HPV) e o virus Epstein-Barr sdo capazes de inibir a apoptose das

células infectadas e, assim, perpetuar as células hospedeiras (Chamond et al., 1999).

Pelo contrério, 0 aumento da apoptose é um componente significativo do aparecimento
de certas patologias neurodegenerativas, nomeadamente, a doenga de Alzheimer (DA) e
doenca de Parkinson (DP). Estas estdo associadas a ocorréncia de apoptose selectiva das
celulas neuronais. Por sua vez, esta morte neuronal esta associada ao aumento da
susceptibilidade a morte celular nestas células, uma vez que se trata de uma populagéo
de ceélulas de tecidos permanentes, ou seja, sem capacidade mitotica. A doenca
associada a infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) também esta
relacionada com o aumento da PCD. Tem sido definida como um desequilibrio entre o
nimero de linfécitos CD** e a capacidade da medula 6ssea gerar novas células maduras.
As células CD*" de pacientes com VIH sofrem apoptose quando estimuladas in vitro.
Além disso, a infeccdo por VIH de células de individuos saudaveis induz a apoptose de
células CD** (Elmore, 2007).

Assim sendo, a identificacdo das alteracbes da regulacdo de apoptose pode oferecer a
possibilidade de delinear terapias baseadas na natureza molecular da alteracdo do
processo apoptdtico. A medida que as vias bioquimicas da apoptose vdo sendo mais
bem conhecidas surgem novas aplicabilidades e potenciais estratégias terapéuticas.
Assim, o estudo da apoptose revela-se importante, ndo apenas para compreender 0s
mecanismos reguladores fisiolégicos normais, mas também para definir quais 0s
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos nas doencas humanas (Chamond et al., 1999;
Elmore, 2007).
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2.1.1. Cancro

Inimeros autores descrevem 0 conceito “cancro”, existindo concordancia entre eles.
Assim sdo unadnimes a considerar o cancro como uma proliferacdo anarquica e
descontrolada das células de um 6rgdo, multiplicando-se até formarem uma massa
tumoral, podendo aumentar de volume nos érgdos regionais e pode também formar
colénias tumorais a distancia através de um processo designado metastizacdo. Pode
afectar pessoas de todas as idades, contudo a incidéncia de cancro aumenta com a idade
(King and Cidlowski, 1998).

E uma patologia causada por anomalias genéticas, uma ou mais mutacdes no DNA que
podem ser herdadas ou adquiridas, e epigenéticas, como por exemplo, ac¢do hormonal e
efeitos de promotores tumorais. As alteracGes genéticas sdo a condi¢cdo necessaria para a
iniciacdo da doenca enquanto as alteracdes epigenéticas, por si s0, ndo originam cancro
(King and Cidlowski, 1998).

As anomalias genéticas encontradas no cancro afectam tipicamente dois tipos de genes:
0S 0Ncogenes e 0S genes supressores tumorais. Estes genes contribuem para a patogenia
do cancro, pois evadem 0s mecanismos antitumorais e facilitam a autonomia na
replicacdo. O controlo das actividades normais é feito por muitos diferentes tipos de

genes, entre eles os proto-oncogenes (Alberts et al., 2004).

Os oncogenes sdo proto-oncogenes que sofreram mutacdes activadoras, ou seja, que

passaram a ter hiperexpressao (Alberts et al., 2004).

A sua activacdo tem um papel importante tanto nos cancros hereditarios como nos
esporadicos. Uma caracteristica importante € que eles tém efeito dominante na célula,
isto €, um Unico alelo mutado é suficiente para alterar o fendtipo de uma célula normal.
As mutacdes formadoras deste tipo de genes sdo adquiridas, uma vez que se ocorrerem
na linhagem germinativa (mutac@es herdadas) sdo letais para o embrido. Sdo varios 0s

tipos de mutacbes que formam oncogenes, nomeadamente, mutacdes génicas, mutacdes
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cromossomicas, amplificacdo génica e superexpressdo génica (King and Cidlowski,
1998).

Nesta classe destaca-se 0 gene Bcl-2. Este gene codifica uma proteina capaz de inibir a
apoptose impedindo a libertacdo de cyt ¢ da mitocondria, sendo assim designada de

proteina anti-apoptética (EImore, 2007).

Quando ocorre uma translocacdo cromossémica especifica, um gene de cadeia pesada
de imunoglobulinas é translocado do cromossoma 14 para o 18, onde esta posicionado o
Bcl-2. Essa justaposicdo activa o gene, e assim, ha inibicdo da morte celular,
aumentando a sobrevivéncia da célula. Os linfomas das células B sdo um exemplo de
tumor maligno desta causa resultante. Caracteriza-se como uma doenca neoplasica do

sistema linfoide que se origina da proliferacéo clonal de linfocitos B (Vaux et al., 1988).

Os genes supressores tumorais Sd0 genes que expressam produtos que regulam
negativamente o ciclo celular. Quando mutados deixam de exercer 0s seus papeis

atraves de processos especificos para cada gene (Alberts et al., 2004).

Nesta classe de genes destaca-se 0 gene p53. As mutacGes somaticas neste gene sao
consideradas as alteracGes genéticas mais frequentes nos tumores malignos humanos,
ocorrendo em cerca de 50% das neoplasias, fazendo dele o gene mais comummente
alterado.

O gene p53 codifica uma fosfoproteina nuclear que é responsavel pela interrupcdo do
ciclo celular quando ha qualquer alteracdo na sequéncia de DNA para que 0 dano seja

reparado. Caso o dano seja incorrigivel induz a apoptose (Elmore, 2007).

Esta inducdo pode ser feita através da transcricdo de genes executores da apoptose,
como o Bax. A proteina codificada pelo Bax que tem a capacidade de potenciar ou
acelerar processos apoptoticos, liga-se a molécula Bcl-2, antagonizando-a. Assim, este
processo promove a apoptose. Uma rota alternativa pela qual o gene p53 pode induzir a
apoptose ¢ através do aumento dos niveis de ROS. A p53 induz a expressdo de genes

que codificam proteinas catalisadoras das reac¢fes de oxidacao-reducdo, gerando ROS,
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que induzem a libertacdo de cyt ¢ da mitocéndria provocando apoptose. Por dltimo, a
p53 pode induzir a apoptose através da expressdo da proteina Fas que activa as caspases
(Elmore, 2007).

Assim sendo, a disfuncdo deste gene faz com que o ciclo celular prossiga mesmo que
haja uma mutacdo no DNA, transmitindo-a as células descendentes, iniciando assim um
processo neoplasico, como ocorre na Sindrome de Li-Fraumeni (condicdo em que
ocorre predisposicdo a desenvolver cancro em varios sitios como mama, colon, entre
outros). E uma doenca hereditaria rara, autossémica dominante que se caracteriza pela

ocorréncia de varios tumores na mesma pessoa (Varley et al., 1997).

A apoptose na pratica clinica e alvo para um potencial uso terapéutico da PCD ou para a
compreensdo dos mecanismos de resisténcia a radioterapia e a quimioterapia. A
elucidagdo de alguns mecanismos moleculares da apoptose abriu perspectivas de
modulacdo desses processos. As estratégias baseiam-se em induzir a morte nas células
tumorais através do bloqueio de genes com oligonucleotideos antisense e drogas
convencionais, ou ainda substituicdo da funcdo desses genes com o uso de moléculas

recombinantes (Grivicich et al., 2007).

Assim, a compreensdo dos mecanismos e a inducao de alteragcdes nos componentes das
vias apoptoticas e sua correlacdo com a ocorréncia do cancro sdo importantes para o
desenvolvimento de novas terapias e métodos de prevencdo desta patologia (Grivicich
et al., 2007).

2.1.2. Doencas autoimunes

As doencas autoimunes sdo um tipo de desordem imunoldgica caracterizada pela
diminuicdo da tolerancia aos componentes do proprio organismo, de modo que ocorre
uma falha no mecanismo de distincdo entre antigénios constituintes do organismo e
aqueles externos, como virus e bactérias. Afectam de 5% a 7% da populacdo mundial,

podendo causar grave debilidade nos seus portadores (Goldsby et al., 2007).
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Deficiéncias no mecanismo de apoptose podem contribuir para o inicio de uma doenca
autoimune, através da falha da seleccéo negativa de linfocitos autorreactivos, ou na fase
efectora da doenca, através de danos dos tecidos-alvo. Porém, a activacdo em excesso
ou supressao total da apoptose pode também ser uma consequéncia do processo de
autoimunidade. O numero de células no sistema imune é controlado atraves do
equilibrio entre mitose e apoptose, sendo regulado por factores de crescimento,
hormonas e citocinas durante cada estagio do desenvolvimento do sistema imune (Vaux
and Flavell, 2000).

A morte apoptoética de linfécitos que ndo sdo eficazes na resposta imune é fundamental
para o bom funcionamento do sistema imunitario. Por exemplo, linfocitos que falharam
ao rearranjar 0s seus receptores antigénicos tém que ser eliminados por apoptose. O
mesmo ocorre com timocitos que falharam no reconhecimento ao préprio complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) (seleccdo positiva), ou que reconheceram
fortemente antigénios proprios (selec¢do negativa). Além de que tambem é importante a
morte por apoptose das células efectoras apds o término da resposta imune (Nossal,
1994).

Células do sistema imune podem influenciar a sobrevivéncia umas das outras, bem
como de outros tipos de células, através da libertacdo de citocinas que promovem a
persisténcia ou a morte celular. Linfocitos T citotoxicos e células “natural killer” (NK)
podem eliminar-se, bem como eliminar células infectadas, através do mecanismo de
apoptose, através da libertacdo de ligantes do receptor do TNF e pela libertacdo de

granulos citotdxicos, respectivamente (Kagi et al., 1994).

Evidéncias genéticas tém sugerido que falhas em genes que regulam a apoptose podem
levar ao desenvolvimento de diversas patologias autoimunes. Além do cancro, a
inibicdo da apoptose pode também resultar em doencas tais como, a sindrome
linfoproliferativo autoimune (ALPS) que se define por um defeito na apoptose induzida
pela producdo da proteina ligante Fas, que por sua vez leva a uma desregulacdo da
homeostase dos linfocitos. Caracteriza-se por adenopatias crénicas ndo malignas e/ou

esplenomegalia associadas a expansdo anormal de um grupo raro de linfécitos T no
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sangue periférico e tecidos. Est4 associado principalmente a mutacBes heterozigdticas
no gene codificador da proteina ligante Fas (TNFRSF6) (Worth et al., 2006; Vaux and
Flavell, 2000).

Algumas das doencas comuns de ALPS incluem anemia hemolitica, anemia hemolitica
imuno-mediada, trombocitopenia e neutropenia autoimune. Os diferentes tipos sdo
causados por mutacdes diferentes mas todas elas envolvidas na sinalizacdo mediada
pela proteina ligante Fas. A anemia hemolitica resulta a partir de uma mutagdo no
receptor de morte da proteina Fas. A imuno-mediada a partir de uma mutacdo na
proteina ligante Fas. Por Gltimo, a trombocitopenia e neutropenia autoimune resultam a
partir de mutagdes na caspase- 10 que impedem a transducgdo do sinal pela via
apoptotica, reduzindo assim a sua actividade e consequentemente inibindo a eliminacao

de linfécitos por apoptose (Elmore, 2007).

2.1.3. Infecgdes Viricas

Apos penetrarem na célula, os virus tentam fazer com que esta produza apenas as
proteinas necessarias a sua proliferacdo, o que vai induzir muitas células a morte. A
multiplicidade de efeitos estruturais e bioquimicos que os virus produzem na célula
hospedeira sdo designados de efeitos citopatogénicos virais. As infeccdes por virus
eventualmente resultam na morte da célula hospedeira e consequentemente, o virus é
também eliminado. As causas da morte incluem lise celular, alteracbes a membrana

superficial da célula e apoptose (Goldsby et al., 2007).

Muitos virus desenvolvem estratégias anti-apoptoticas, produzindo proteinas capazes de
inactivar o gene p53 ou estimular maior expressdo do gene Bcl-2, como por exemplo, o
HPV e o virus Epstein-Barr (Renehan et al., 2001).

O HPV ¢ um virus que infecta os queratincitos da pele ou mucosas, e possui muitas
variacOes diferentes. A maioria dos subtipos esta associada a lesdes benignas, tais como
verrugas, mas em certos tipos sao encontradas algumas neoplasias. A principal forma de

transmissdo do HPV € por via sexual. A maioria das situacdes ndo apresenta sintomas
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clinicos, mas algumas desenvolverdo alteracbes que podem evoluir para cancro
(Ferreira and Sousa, 2002).

De uma forma geral, o HPV possui no seu genoma VArios genes que Sa0 eXpressos
numa fase inicial (“early genes”). Alguns destes, concretamente os genes E6 e E7,
foram classificados como oncogenes pela sua capacidade de induzir a transformagéo
maligna das células infectadas. E6 e E7 codificam oncoproteinas que tém como alvo a
p53. A p53 tem a capacidade de desencadear a apoptose em casos de dano extenso.
Basicamente, 0s genes E6 e E7 induzem a proliferacéo celular e inibem a apoptose (Bolt
et al., 2006).

O virus Epstein-Barr infecta linfocitos B, que possuem receptores especificos.
Normalmente, a infeccdo € assintomatica mas em certos individuos aparecem
manifestacdes clinicas agudas. Este virus produz proteinas que induzem a producao da
Bcl-2 na célula hospedeira. Esta tem a capacidade de inibir a apoptose, ao bloquear a
libertacdo do cyt ¢ da mitocondria (Kelly et al., 2009).

2.1.4. Doenca de Alzheimer

A morte prematura de células neuronais estd associada ao aparecimento de patologias
neurodegenerativas, como a DA. E uma doenca na qual as células do sistema nervoso
central (SNC) sofrem um processo de morte mais acelerado do que o normal,
provocando uma perda de funcao relacionada com os locais onde essa perda € maior. Na
fase inicial da doenca esta perda de células atinge localizagdes cerebrais onde a

memoria recente é processada (Shimohama, 2000).

As células do hipocampo usam a acetilcolina como mediador. A reducdo da sintese
deste neurotransmissor faz com que esses neurénios ndo sejam activados e ndo
cumpram a sua funcdo, dando origem & perda de memoria. E na sua maioria uma
doenca ndo-hereditaria, ou seja, esporadica, relacionada com o envelhecimento, no

entanto, em alguns casos, a doenca € herdada de forma autossémica dominante. Embora
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possa manifestar-se em idades mais precoces, a sua incidéncia aumenta de uma forma

exponencial a partir dos 65 anos de idade (Shimohama, 2000).

E a mais comum doenca neurodegenerativa, sendo responsavel pela maior parte dos
casos de deméncia na populacdo idosa, além de provocar disturbios que podem levar a
um prejuizo severo e, finalmente, a morte. Caracteriza-se pela deterioracdo progressiva
da memaria e cognicdo, em associacdo com a presenca de placas senis, onde se verifica
o acimulo da proteina B-amildide, emaranhados neurofibrilares, onde se verifica uma
acumulacdo da microtubulina tau, que ao estar anormalmente fosforilada é menos capaz
de polimerizar a tubulina e acaba por provocar uma ruptura do citoesqueleto celular e
por consequéncia morte neuronal. A apoptose é uma caracteristica comum nos cérebros

dos pacientes que sofrem deste mal (Shimohama, 2000).

Actualmente os factores genéticos sdo considerados preponderantes na etiopatogenia da
DA entre diversos factores relacionados. Além do componente genético, foram
apontados como agentes etiologicos, a toxicidade por agentes infecciosos e a ocorréncia
de danos em microtubulos e proteinas associadas (Shimohama, 2000).

Existem 4 genes que estdo implicados na etiologia da DA, o gene da Proteina
Percursora de Amildide (APP), da Presenilina 1 e da Presenilina 2 e Apoliproteina E. O
gene da APP, da presenilina 1 e 2 é responsavel por DA, geralmente com idade de inicio
precoce. Estes genes sofrem mutacBes que causam alteracGes nas proteinas por ele
codificadas, influenciando o aparecimento da patologia. Estes casos genéticos
correspondem a uma pequena percentagem dos casos e 0s portadores destes genes vao
muito provavelmente adquirir a doenca. Sdo genes autossémicos dominantes, 0 que
quer dizer que em todas as geracdes deverdo existir casos de doenca (Shimohama,
2000).

Nos casos mais frequentes de DA de inicio mais tardio, existe um factor de risco
genético constituido pela presenca do alelo €4 do gene da apoliproteina (APOe4). Isto
quer dizer que os portadores deste gene ndo vao ter obrigatoriamente a doenca, mas tém

um risco maior do que os ndo-portadores. O estudo dos genes relacionados com a
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fisiopatologia da doenca é imprescindivel, gerando expectativas da identificacdo

precoce de individuos sob alto risco de desenvolver a doenca (Shimohama, 2000).

A APP sofre uma clivagem apds a sua sintese, dando origem ao fragmento denominado
proteina B-amildide, que se apresenta como um péptido de 36 a 43 aminoécidos. Este
fragmento é mais amilogénio do que a proteina original, pois tem a propriedade de
agregacdo proteica na parte extracelular dos neuronios. Portanto, uma vez que se
encontre em quantidade maior do que o normal, a sua acumulacao resulta na formacéo
de fibras amil6ides gerando as placas senis e essa deposi¢do esta associada ao quadro
demencial (Ethell and Buhler, 2003).

A presenelina 1 e a presenelina 2, estruturalmente bastante semelhantes entre si, sdo
proteinas de membrana que actuam no transporte celular. A presenelina 1 esta
relacionada com o processo inflamatorio observado na placa amiloide e interfere no
processo de apoptose através da interaccdo com caspases. MutacGes na presenelina 2

aceleram o processo de neurodegeneracdo (Shimohama, 2000).

Os estudos, bioguimicos e estruturais, das placas neuriticas e dos emaranhados
neurofibrilares sugerem que um dos principais factores da morte dos neuronios tem a
ver com o processamento da APP. As alteracdes do gene da APP ou das presenelinas 1
e 2 provocam um desvio do processamento da APP no sentido da formacdo dos
oligdmeros insollveis e toxicos. A deposicdo de B-amildide no cérebro desencadeia a
apoptose por activacdo de uma cascata iniciadora, conduzindo a lesdo cerebral que esta

na origem dos sinais e sintomas da doenca (Ethell and Buhler, 2003).

A deposigao de B-amildide induz a apoptose pelo aumento do stress oxidativo, ou pode
desencadear a producdo da proteina ligante Fas, que se liga ao receptor de morte da
proteina Fas na superficie das células neuronais ou células da glia. Consequentemente, é
activada a cascata apoptoética e leva as células a morte. Pode também desencadear a
activacdo do TNF-R1, receptor com uma porcdo intracitoplasmatica que induz a

apoptose da célula de uma forma rapida (Ethell and Buhler, 2003).
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2.1.5. Doenca de Parkinson

A DP é uma patologia neurodegenerativa progressiva. A média de idade para a
ocorréncia da DP é de 55 anos, sendo que o0 seu risco de desenvolvimento aumenta em

cinco vezes por volta dos 70 anos de idade (Hald e Lotharius, 2005).

E caracterizada pela ocorréncia de distdrbios de movimento, balango e alteracdes do
controle motor fino, todos com caracteristicas incapacitantes. Os sinais clinicos mais
evidentes sdo caracterizados por anormalidades motoras irreversiveis que incluem
rigidez muscular, tremor em repouso, fraqueza muscular, instabilidade postural e
escassez de movimentos voluntarios. Esses sinais resultam da perda de neurdnios
dopaminérgicos de uma regido em particular, localizada no mesencéfalo, denominada
substancia negra. A reducdo na densidade neuronal dessa populacdo celular gera uma
diminuicdo na projeccdo de fibras dopaminérgicas que afrentam o estriado dorsal
causando por sua vez, uma consequente reducéo dos niveis de dopamina nessa estrutura
dos nucleos da base (Hald and Lotharius, 2005).

A DP, assim como outras doengas neurodegenerativas ndo possui etiologia conhecida.
Porém, observa-se correlagdo entre a ocorréncia de doenca e mutacGes num pequeno
namero de genes. Muito embora 0s pacientes com etiologia claramente genética ndo
sejam 0s mais comuns, a descoberta de genes relacionados com a DP tem contribuido
para o esclarecimento da fisiopatologia da doenca, possibilitando desvendar a cadeia de
eventos relacionados ao processo neurodegenerativo, bem como a forma como 0s
factores ambientais interagem com os factores genéticos, predispondo a morte neuronal
(Hald and Lotharius, 2005).

Dados originados nas ultimas décadas por estudos clinicos, autopsias e experiéncias in
vivo e in vitro com modelos animais, tem possibilitado alguma compreensdo sobre a
patogénese da doenca. As hipdteses explicativas da fisiopatologia da DP incluem:
defeitos conformacionais na estrutura de proteinas citoplasmaticas e disfuncdes

mitocondriais com consequente aumento do stress oxidativo, resultando na morte

24



Morte Celular Programada e Patologias Associadas

neuronal. Mas, existem outros factores a serem considerados como a excitotoxicidade,

neuroinflamacéo e eventos apoptéticos (Singh and Dikshit, 2007).

Estudos com modelos experimentais da DP, bem como estudos in vitro de varias
linhagens celulares demonstram o envolvimento da apoptose, relacionada com o stress
oxidativo como na mitocondria acarretando a neurodegeneragdo dos neurdnios
dopaminérgicos (Singh and Dikshit, 2007).

Classicamente o stress oxidativo é descrito como um desequilibrio entre a formacéo e a
eliminacdo de ROS e espécies reactivas de nitrogénio (RNS). As ROS e as RNS sdo as
principais causas do stress oxidativo no SNC. O SNC € especialmente sensivel a
eventos geradores de stress oxidativo devido as suas caracteristicas fisiologicas e

anatoémicas. (Barnham et al., 2004; Emerit et al., 2003).

A disfuncdo mitocondrial tem sido relacionada com a patogénese da DP.
Aproximadamente 100% do oxigénio molecular é consumido pela respiracdo
mitocondrial formando como subprodutos espécies oxidantes. Neste sentido, a inibi¢éo
do complexo | aumenta a producdo de superéxidos, que formam radicais ou reagem
com o oxido nitrico (NO) formando peroxinitritos. Estes causam danos celulares por
reagirem com acidos nucléicos, proteinas e lipidos. Neuronios dopaminérgicos podem
favorecer o ambiente para a producdo de ROS. A deficiéncia energética relacionada a
mitocndria pode levar ao rompimento de vesiculas, aumentando a sua concentracdo no
citosol ocasionando danos em macromoléculas. As ROS e RNS estdo envolvidas em

processos apoptoticos e em mecanismos de excitotoxicidade (Kokoszka et al., 2001).

Evidéncias tém demonstrado o envolvimento do NO na degeneracdo de neuronios
dopaminérgicos. O NO é um neurotransmissor que em certas condi¢es pode actuar
como radical livre de vida curta altamente permeavel nas membranas biologicas e por
ser uma molécula volatil, tendo sido implicado em varias condicGes fisioldgicas e

patoldgicas, incluindo na morte celular (Duncan and Heales, 2005; Iravani et al., 2002).
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O NO é uma molécula sinalizadora que regula o consumo de oxigénio pela mitocdndria
bem como a producdo de ROS. Na DP existem evidéncias de que o alvo do NO e dos
respiratéria. Nesta patologia 0 NO em altas concentragdes induz a morte celular por
apoptose (Singh and Dikshit, 2007).

Entre os efeitos citotoxicos do NO estdo: mutagdo no DNA, acumulacdo do gene p53,
além da inducdo da libertacdo da cyt ¢ pelas mitocondrias com consequente activacao de
caspases. Deste modo, o NO tem um papel crucial no balanco entre a proliferacdo e a
apoptose (Kim et al., 2001; Singh e Dikshit, 2007).

2.1.6. Sindrome da imunodeficiéncia adquirida

O VIH, pertence a familia dos retroviridae sendo responsavel pelo sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA). Existem pelo menos duas sub-categorias de virus, o
VIH-1 e o VIH-2. Estes diferem entre si nas caracteristicas clinicas das infeccdes
associadas, no periodo de laténcia, na capacidade de transmissdo e na localizacdo
geogréfica. As principais formas de contdgio de VIH sdo o contacto com secrecOes
genitais infectadas, por meio de relagcdes sexuais ou por via parentérica por sangue ou
derivados contaminados, por transmissdo vertical e mais remotamente pelo aleitamento

materno (Ferreira and Sousa, 2002).

O VIH tem tropismo para monocitos, macréfagos e linfocitos CD4". A replicacio viral
nestas células vai destrui-las ou alterar o seu funcionamento, o que resulta numa
reducdo da eficicia da resposta imunologica. A sua enorme capacidade de gerar
mutantes, devido aos erros cometidos pela transcriptase reversa (TR) viral durante o
ciclo replicativo, e a producdo de particulas virais por parte dos linfocitos T CD4"
infectados, conduzem a ineficacia do sistema imunoldgico no combate ao virus (Ferreira
and Sousa, 2002).

As particulas virais exibem estrutura esférica e estdo circundadas por um invélucro de

natureza lipidica, onde esta fixa a gp41, que € uma glicoproteina transmembranar, que
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sustenta na sua extremidade N-terminal a glicoproteina de superficie gp120. Estas duas
glicoproteinas medeiam o processo de penetracdo nas células alvo. A gpl20 liga-se
especificamente ao CD4"e aos receptores das quimiocinas. Apds esta etapa a gp41, por
meio do péptido de fusdo, interage com a membrana citoplasméatica modificando-a para
dar inicio ao processo de fusdo (Ferreira and Sousa, 2002).

O genoma do virus é codificado por uma molécula simples de &cido ribonucleico
(RNA) que codifica 16 proteinas diferentes. Estas proteinas, que derivam dos genes gag
(group specific antigen), pol (polimerase) e env (envelope), sdo componentes estruturais
e enzimaticos requeridos por todas as retroviroses. Alem destas proteinas, o VIH
codifica também duas proteinas reguladoras, através do gene tat e do gene rev. O virus
contém ainda quatro genes que codificam as proteinas denominadas de acessorios, Nef
(“negative effector”), Vif (“viral infectivity factor”), Vpr e Vpu (proteinas virais r e u,
respetivamente) (Frankel, 1998).

Logo apos a descoberta do sindrome associado a infeccdo pelo VIH, tornou-se claro que
a capside deste virus possuia uma elevada afinidade para o receptor CD4". Assim, este
facto foi prontamente relacionado com a capacidade que o virus tem de se replicar nas
células T CD4", provocando, posteriormente, a sua morte. Como os linfocitos T CD4"
desempenham um dos principais mecanismos efetores da imunidade anti-viral, foi
inicialmente proposto que a imunodeficiéncia associada a infeccdo pelo VIH, resulta

directamente da morte das células (Frankel, 1998).

Nos mecanismos que esta envolvido o aumento da taxa apoptética dos linfécitos T
infectados com o VIH, podemos incluir: morte directa das células infectadas apos
expressdo dos genes virais; morte das células ndo infectadas, promovida pelas proteinas
virais que sdo libertadas por células infectadas; alteracdo da expressdo das moléculas

reguladoras do processo apoptotico nos linfocitos T (Geougeon, 2003).

Como ja foi referido anteriormente, o processo apoptético € um mecanismo altamente
regulado de PCD, sendo essencial para a manutencdo de uma populacdo estavel de

linfécitos, de forma a controlar o fluxo continuo de novos linfécitos bem como a
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homeostasia e proliferacdo desta linha celular. Por outro lado, é essencial para o
organismo, apds uma resposta imunitaria contra um determinado antigénio pois elimina
a maioria dos linfécitos activados durante o processo, de forma a evitar 0s processos de
autoimunidade (Geougeon, 2003).

Para além da proteina env, o VIH codifica outras proteinas que, in vitro, possuem a
capacidade de desencadear os mecanismos apoptoticos tanto das células infectadas
como das ndo infectadas. De facto, verificou-se que a via apoptdtica intrinseca pode ser
desencadeada pela proteina Vpr, provocando um répido alteracdo do potencial
transmembranar da mitocondria e, como consequéncia, a libertagdo do cyt c e a inducéo
de PCD (Jacotot et al., 2000).

Por outro lado, os varios estudos efectuados demonstram que a proteina Tat induz a
maquinaria apoptotica através da inibicdo da expressdo do protooncogene Bcl-2, num
processo acoplado a activagdo da caspase-8. Além disso, a simples ligacdo da
glicoproteina viral gp120 ao receptor CD4 dos linfocitos T, também promove a inibigédo
da expressdo do Bcl-2, contribuindo desta forma para o processo apoptotico resultante
do colapso energético da célula associado a libertacdo do cyt c. Alguns estudos
demonstram que a degradacdo proteolitica da Bcl-2, é outro dos factores que
contribuem para a iniciagdo do processo apoptotico nos linfocitos infectados
(Westendorpet et al., 1995; Li et al., 1995).

A influéncia do VIH na via apoptoética extrinseca (através da estimulagdo dos receptores
apoptoticos), foi documentada quer em células infectadas quer em células ndo
infectadas. De facto, verificou-se que a formacdo do complexo gp120-CD4 promove a
activacdo da via apoptdtica inerente ao receptor Fas, verificando-se ainda que, nos
linfocitos T infectados, a expressdo da proteina Nef promove a co-expressdo do ligando
Fas na sua membrana. Deste modo, as células que co-expressam a molécula Fas sdo
potencialmente capazes de provocar a morte celular de linfocitos T ndo infectados. De
forma semelhante, a proteina Tat, que é expressa nas células infectadas, promove a
inducdo da sintese proteica de CD95 em células ndo infectadas, aumentando assim a sua

susceptibilidade para a via apoptotica inerente a este receptor (Herbein et al., 1998).
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Assim, é claramente visivel que os dados cientificos recolhidos mostram que o VIH
possui mecanismos para manipular e controlar vias apoptéticas das células, permitindo

escapar ao sistema imunitario do hospedeiro e provocar a sua progressiva destruicao
(Gougeon, 2003).
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CONCLUSAO

Para além do que foi discutido ao longo desta dissertacdo outros aspectos podiam ter
sido abordados, no entanto, optou-se pela informagéo que se pensa ser mais importante.
Torna-se dificil restringir o projecto a um sé tema, uma vez que existe uma grande
variedade de informacgdo e, de igual forma se torna muito complexo criar algo

inteiramente novo, onde ndo exista confronto de informacao.

Relativamente a PCD, é um processo essencial para a manutengdo do desenvolvimento
dos seres vivos, sendo importante para eliminar células supérfluas ou defeituosas. E um
fendbmeno altamente organizado que se desencadeia de forma ndo acidental, induzido
por uma infinidade de estimulos caracterizado por um desencadear de processos
bioguimicos especificos e por ocorrerem alteracdes morfoldgicas em células
individualizadas. Necessita de energia e sintese proteica para a sua execucao e realiza-se

em diversas etapas (Grivich et al., 2007).

Muitas patologias, apresentam um desequilibrio na inducdo do mecanismo da PCD.
Alguns estudos demonstram que existe uma ligacdo entre determinadas doencas e 0
facto de existir inibicdo ou indugdo da morte programada das células (Chamond et al.,
1999). No futuro, é pertinente aprofundar estes dados, identificando polimorfismos
associados a doencas, que também estdo associadas a PCD. A identificacdo destes
mecanismos permitira o desenvolvimento de terapias dirigidas a prevencdo e combate

dessas doencas.

Se 0 processo apoptético for controlado e as vias bioguimicas envolvidas estiverem
esclarecidas dominando-se 0 processo apoptotico, as doencas
neurodegenerativaspoderiam vir a ser minimizadas, ou pelo contrério, induzindo o

processo apoptético, as células tumorais poderiam ser suprimidas.

Desta forma, conclui-se que a apoptose na pratica clinica constitui um alvo de potencial

de uso terapéutico. Faz sentido pensar-se neste fendmeno como meio no combate a uma
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das grandes doencas do século, o cancro. A compreensdo dos mecanismos apoptoticos
permitird o desenvolvimento de novas estratégias no tratamento desta patologia. Tais
estratégias sdo focadas na inducdo da morte das células tumorais e numa maior resposta

aos tratamentos com radiacéo e agentes citotoxicos (Grivicich et al., 2007).
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