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Apoptose e modelos in vivo para estudo das moléculas

relacionadas a este fendmeno
Apoptosis and /in vivo models to study the molecules related to this phenomenon

Adriana Luchs', Claudia Pantaleao?

RESUMO

A apoptose, ou morte celular programada, € um processo fisioldgico
essencial para a eliminagao de células em excesso ou que ndo sao
mais necessdrias ao organismo, atuando na homeostase dos tecidos;
entretanto, esse fendmeno também esté envolvido em condicoes
patolégicas. A apoptose promove a ativacdo de vias bioquimicas
dentro das células, denominada via das caspases, proteinas
responsaveis pela clivagem de diversos substratos celulares, levando
as células a morte. Membros antiapoptéticos da familia Bcl-2 (B cell
CLL/lymphoma 2), pertencentes a via intrinseca de ativagdo das
caspases, como Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large) e Bel-w (Bcl-
2-like 2) atuam predominantemente prevenindo que os membros
pré-apoptéticos, como Bax (Bcl-2-associated X protein) e Bak (Bcl-2
relative bak) ocasionem a morte celular. Moléculas antiapoptéticas
séo consideradas potencialmente oncogénicas. Sabe-se que os
modelos murinos sao sistemas valiosos para a andlise experimental
de oncogenes in vivo, bem como para a identificacdo de alvos
farmacolégicos do céncer e para avaliar terapias antitumorais. Em
vista da importancia dos estudos de tumorigénese e respostas
imunes contra o cancer e da possibilidade de investigar a participacao
de moléculas antiapoptéticas na progressao tumoral in vivo, o
desenvolvimento de novos modelos podera servir como plataforma
para estudos de tumorigénese, respostas imunes antitumorais,
investigacao de expresséo ectdpica de moléculas antiapoptéticas e
imunoterapias contra tumores.

Descritores: Apoptose/imunologia; Apoptose/fisiologia; Genes bcl-2/
metabolismo; Caspases; Morte celular; Neoplasias

ABSTRACT

Apoptosis or programmed cell death is a physiological process,
essential for eliminating cells in excess or that are no longer
necessary to the organism, acting on tissue homeostasis, although
the phenomenon is also involved in pathological conditions. Apoptosis
promotes activation of biochemical pathways inside cells called
caspase pathway, of the proteins responsible for the cleavage of
several cell substrates, leading to cell death. Antiapoptotic members

of the Bcl-2 family (B cell CLL/lymphoma 2), that belong to the intrinsic
route of the activation of caspases, such as Bcl-xL (extra-large B-cell
lymphoma) and Bcl-w (Bcl-2-like 2), act predominantly to prevent that
pro-apoptotic members, such as Bax (Bcl-2-associated X protein) and
Bak (Bcl-2 relative bak) lead to cell death. Antiapoptotic molecules
are considered potentially oncogenic. Murine models are known to be
valuable systems for the experimental analysis of oncogenes in vivo,
and for the identification of pharmacological targets for cancer and to
assess antitumor therapies. Given the importance of tumorigenesis
studies on the immune responses to cancer and the possibility of
investigating the participation of antiapoptotic molecules in tumor
progression in vivo, the development of new models may be
platforms for studies on tumorigenesis, immune antitumor responses,
investigation of the ectopic expression of antiapoptotic molecules
and immunotherapies for tumors.
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INTRODUCAO

A apoptose, ou morte celular programada, ¢ um pro-
cesso fisioldgico essencial para a eliminacao de células
em excesso ou que nao sao mais necessarias ao organis-
mo, atuando na homeostase dos tecidos. Por outro lado,
esse fendmeno também estd envolvido em condicoes
patologicas. Os aspectos que caracterizam a morte ce-
lular programada sao divididos em morfoldgicos e mo-
leculares. Entre os aspectos morfoldgicos, observa-se: a
reducao do volume celular, condensagao da cromatina,
clivagem de DNA e fragmentagao da célula em corpos
apoptoticos, os quais sao reconhecidos e fagocitados ra-
pidamente por fagocitos sem ocasionar resposta imuno-
l6gica. Entre os aspectos moleculares, estdo: a liberagao
de citocromo ¢ da mitocOndria, ativagao de caspases,
as quais clivam diversos substratos celulares, levando as
células a morte™.
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Devido a dificuldade e as controvérsias em torno
da definicao de apoptose, define-se comumente esse
fendmeno como decorrente de ativagao de vias bioqui-
micas dentro das células, ou seja, ativagdo de proteinas
denominadas caspases). Porém, estudos indicam que a
apoptose € mais complicada. Em neoplasias e no siste-
ma nervoso, foram identificadas novas formas de morte
celular independentes de caspases, e que apresentam ca-
racteristicas mistas de apoptose, necrose e outras formas
de degeneracao celular®.

CASPASES

As caspases sao proteases que possuem cisteina em seu
sitio ativo capazes de reconhecer e clivar especificamente
residuos de aspartato em outras proteinas®. A ativagio
das caspases ocorre por duas vias principais: uma via ex-
trinseca, mediada por receptores localizados na membra-
na celular, chamados receptores da morte, ou por uma via
intrinseca, mediada por estimulos internos de estresse in-
tracelular, tais como lesao do DNA ou perturbagoes no ci-
clo celular ou nas vias metaboélicas®. Essas diferentes vias
culminam em ativagao de proteases conhecidas como cas-
pases, que tém papel fundamental no processo de morte
celular. Uma vez ativada, a maioria das caspases tem a ha-
bilidade de catalizar a ativacao de multiplos outros mem-
bros dessa familia, resultando em amplificacao da cascata
proteolitica. Alguns membros, tais como a caspase-8, ocu-
pam posicao proximal na cascata proteolitica e agem como
reguladores e iniciadores, enquanto outros, como a caspa-
se-3, so mais distais e agem como efetores da fragmenta-
¢do celular®. Na via extrinseca, a ligagdo a receptores na
superficie celular, como FAS (type-II transmembrane pro-
tein) ou TNF (tumor necrosis factor), promove a ativagao
de caspase 8, a qual ativa caspase 3 diretamente ou cliva
membros pré-apoptdticos da familia Bel-2 (B cell CLL/
lymphoma 2) que promovem a liberagao de citocromo ¢
da mitocdndria. Na mitocondria, a liberacao de citocromo
c € regulada pelos membros da familia Bcl-2 que possui
proteinas pré e antiapoptoticas. Em resposta ao estresse,
membros pré-apoptoticos dessa familia sdo translocados
do citoplasma para a mitocdndria, onde promovem a libe-
ragao do citocromo c. No citoplasma, o citocromo c liga-se
a Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor 1) e a pro-
caspase 9, formando o complexo apoptossomo e ativando
a caspase 9 que, por sua vez, ativa caspase 3; assim, inicia-
se a clivagem de substratos especificos que resultam nos
aspectos morfoldgicos e bioquimicos da morte celular®.

PROTEINAS PRO E ANTIAPOPTOTICAS

Os membros antiapoptdticos da familia Bcl-2, como
Bel-xL (B-cell lymphoma-extra large) e Bel-w (Bcl-2-
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like 2) atuam, predominantemente, prevenindo que os
membros pré-apoptéticos Bax (Bcl-2-associated X pro-
tein) e Bak (Bcl-2 relative bak) se liguem e perturbem a
integridade de membranas intracelulares, em particular
a membrana externa das mitocondrias, ocasionando li-
beragao de citocromo ¢ e morte celular?. Essas molé-
culas sao consideradas potencialmente oncogénicas. A
proteina Bcl-2, por exemplo, € originada da transloca-
¢ao entre os cromossomos 14 e 18 e foi descoberta em
linfoma folicular humano®. Apesar de mutagdes tnicas
em genes antiapoptoticos nessa familia serem eventos
raros em neoplasias, podem ser associadas indireta-
mente ao aumento de expressao das mesmas, como por
exemplo, a ativac@o da via de NF-kB (nuclear factor-
kB) em neoplasias, levando a ativacao de Bcl-xL e Al
(annexin 1)

A proteina Bcl-w possui estrutura muito similar as
de Bcl-2 e Bcel-xL, cuja principal caracteristica € a pre-
senca de dominios chamados BH (Bcl2 homology)®“1?.
Essa molécula é encontrada na forma ativa fracamente
ligada a membrana mitocondrial e sequestra membros
pro-apoptoticos, impedindo a liberacdo de citocromo
c. Em resposta a estimulos apoptogénicos, a proteina
BIM (activator subtype of BH3-only proteins) se liga a
Bcl-w, inserindo-a na membrana mitocondrial e, dessa
forma, impossibilitando o sequestro dos membros pré-
apoptéticos). E descrito que Bel-w protege células da
morte frente a um amplo espectro de agravos citotoxi-
cos, incluindo privacao de citocinas, irradiagao com raios
gama e UV (ultravioleta) e drogas quimioterapicas‘?.
Esta molécula é encontrada em diversos tecidos como
coOlon, cérebro, testiculos, células mieloides, linfoides e
epiteliais!®. Apesar de se assemelhar estruturalmente a
outros membros antiapoptdticos com funcoes relativas
a tumorigénese, pouco ¢ descrito a respeito do envolvi-
mento desta molécula no fendmeno de tumorigénese e
progressao tumoral.

Sabe-se que os modelos murinos sdo sistemas valio-
sos para a analise experimental de oncogenes in vivo,
bem como para a identificagdo de alvos farmacolégicos
do céancer e para avaliar terapias antitumorais. Nesse
sentido, trabalhos demonstraram a funcao de algumas
moléculas no comportamento dos tumores in vivo quan-
do superexpressadas em células tumorais. Por exemplo,
a molécula SSC-S2, também conhecida como proteina
8 induzida por TNF-alpha (TNFAIPS), caracterizada
como molécula antiapoptdtica e oncogene, teve sua
funcio in vivo elucidada pelo trabalho de Zhang et
al.!». Neste trabalho, a sua superexpressao em células
de cancer de mama foi associada ao aumento da fre-
quéncia de colonizacdo tumoral no pulméao, mostrando
uma nova funcao desta molécula na progressao tumoral
e alvo potencial na terapia antitumoral.



Os membros da familia Bcl-2 tém sido associados
a patogénese das varias neoplasias hematoldgicas, in-
cluindo linfoma folicular nao Hodgkin. Foi descrito que
a superexpressao de Bcl-2 em camundongos transgéni-
cos induz o desenvolvimento de hiperplasia linfoide e
esplenomegalia™. Outro trabalho mostrou que a supe-
rexpressao de Bcl-2 em células de melanoma aumen-
tou a atividade de proteinases relacionadas a metastase
e ao crescimento tumoral in vivo, mostrando a funcao
crucial desta molécula no fendtipo invasivo € na pro-
gressao tumoral'®).

Como citado anteriormente, apesar de apresentar
caracteristicas interessantes quando analisadas in vitro,
a participagao e a funcdo da molécula Bcl-w na pro-
gressao tumoral in vivo foi pouco investigada até o mo-
mento. De acordo com alguns estudos, a participacao
de Bcl-w foi mostrada de forma indireta na progressao
tumoral in vivo no trabalho de Oltersdorf et al.("?, onde
o uso de ABT-737 (quimioterapico que inibe as molécu-
las antiapoptdticas Bcel-w, Bcl-2 e Bel-xL) em modelos
animais de tumores induziu a regressao dos tumores e
aumentou a sobrevivéncia dos animais, mostrando uma
possivel participacao de Bcl-w no estabelecimento de
tumores in vivo. Além disso, é descrito que a superex-
pressdao de Bcl-w em linhagens celulares de adenocar-
cinoma gastrico promove aumento de invasividade por
aumentar a expressaio MMP2 (matrix metallopeptidase
2) pelas vias de PI3K (phosphoinositide 3-kinase), AKT
(protein kinase B) e Sp1 (transcripton factor specificity
protein 1)®. Camundongos knockouts de Bcl-w sao es-
téreis por apresentarem espermatogénese alterada’?,
porém nenhuma outra anormalidade foi observada
em outros tecidos, mostrando que talvez esta molécu-
la tenha funcao redundante®. O fato de esta molécula
poder alterar a progressdo tumoral in vivo permanece
obscuro e a elucidacdo da participacdo na progressao
tumoral pode possibilitar o desenvolvimento de novas
terapias contra tumor.

Em vista da importancia dos estudos de tumorigéne-
se e respostas imunes contra o cancer e da possibilidade
de investigar a participacao de moléculas antiapoptoti-
cas na progressao tumoral in vivo, o desenvolvimento
de novos modelos murinos de linfomas T podera servir
como plataforma para estudos de tumorigénese, res-
postas imunes antitumorais, investigacdo de expressao
ectdpica de moléculas antiapoptdticas e imunoterapias
contra tumores.
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