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Historico e Conceito

¥ Tipos de morte celular:

W

Apoptose x Necrose
Caracteristicas gerais da
apoptose

Fungoes da apoptose

Mecanismos bioquimicos e
moleculares

Regulagdo da apoptose:
-familia Bcl-2
-caspases

W
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Vias apoptoticas:

-via extrinseca

-via intrinseca

Fungdo da mitocondria
Métodos de deteccdo da
apoptose

Doengas associadas a
apoptose

Apoptose e cancer

Alvos para terapia



APOPTOSE OU
.(_ MORTE CELULAR PROGRAMADA

«1858: achavam que a M.C.P. era um processo patologico

«1951: consideraram um fendmeno fisioldgico necessario
(tecidos e embrides)

*Anos 70 : relacionaram alta frequéncia de M.C.P. nos
tumores com mecanismos homeostaticos (perda e ganho
celular)

Kerr, Willie e Currie (1972)
Constataram que o padrao de morte celular gue ocorria durante o
desenvolvimento embrionario também se repetia em organismos

adultos. Cada célula é vitima dessa ativa forma de morte




1-Elimina células danificadas/pre judiciais

2-Fisiologicamente ocorre:

¥ na renovagdo de células epiteliais e hematopoéticas

¥ Mantém ndmero constante de células nos tecidos adultos:

Ex.: 5x10 células do sangue — eliminadas por morte celular programada
(dia/adultos)

# colapso endometrial durante a menstruagado

# delegdo de células nas criptas intestinais

# na regressdo de tumores
3-Papel importante no desenvolvimento embriondrio:

-eliminagdo do tecido larval durante metamorfose (anfibios e
insetos)
-regressdo da cauda do girino
-eliminagdo de tecidos entre os dedos (membrana interdigital)
-eliminagdo de neuronios em excesso
4- Mecanismo de defesa:
-celulas infectadas por virus
-células com danos no DNA
-celulae cancerocac



Exemplos da importancia da Apoptose no
desenvolvimento

Quase todas as células
da lagarta e da crisdlida
morrem quando ela se torna
borboleta

No embrido humano,
0s dedos das maos
sdo formados pela morte
das células das membranas
interdigitais

Ao se transformar em ra adulta,
o girino elimina as células da cauda,
das guelras e das nadadeiras




Exemplos da importancia da Apoptose no
desenvolvimento embrionario em mamiferos

I |
Tmm

apoptotic
nerve cells nerve cells

CELL DEATH
| , MATCHES
" | NUMBER OF
LR, BIO IR NERVE CELLS
- o O TO NUMBER OF
TARGET CELLS

target cells .
survival factor

released by target cells
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manutencao do tamanho e
forma dos orgaos e tecidos

Tuiagyt s ol —

Equilibrio entre a taxa de geracao celular
(60 bi/dia) e taxa de morte celular (10 bi/dia)

Apoptose e proliferacio Celular na Homeostase Tecidual

Proliferacao normal

proliferacdo celular
Apoptpse reduzida

neoplasia

regeneragao celular
neoplasia

Proliferagdo aumentada
Apoptose normal

Proliferacdo normal
Apoptose normal

equilibrio (homeostase)

Proliferagao normal
Apoptose aumentada

distrofia

: - : distrofia
Proliferagdo reduzida

Apoptose normal




CATEGORIAS DE MORTE CELULAR
ORGANISMOS SUPERIORES

NECROSE:

-processo patologico
(autolise das celulas):
resultado de uma lesao
macica no tecido =
caracterizada por:

Inchacgo citoplasmatico e
mitocondrial,

ruptura da membrana
celular e vazamento do
plasma celular

resposta inflamatoria e
reacao de tecido patologico
grande numero de ceélulas
afetadas simultaneamente

APOPTOSE:

-evento fisiologico
(processo de eleminacao
celular  controlado) =
sequencia de eventos gue
levam a morte celular em
uma variedade de
diferentes sistemas

AUTOFAGIA: “auto-
canibalizacao” da celula:
degradacéo de organelas
e citoplasma pelos
lisossomos e vacuolos



NECROSE X APOPTOSE

s
el

& [«

ChOmatn patiem consenmd
kreversiie seeling

Ipopesi

Figura 1. Distingdoc das diferentes alteragdes maorfologicas nos processeos de morte
celular por apoptose versus necrose, A necrose (@) € caracterizada pela perda de
integridade de membrana plasmatica, floculacdo da cromatina, inchacgo seguido de lise
celular com extravasamento do conteddo intracelular e desintegracdo de organelas. O
processo  apoptotico (b) envolve alteragde de permeabilidade de membranas,
condensacdoc cromatinica, encolhimento celular, formacgao de corpos apoptobicos sem
desintegracdo de organelas.




NECROSE X APOPTOSE

Caracleristicas Apoptose Necrose

Estimulos indutores Fisiologioos Patoligicos (geralmente injura)

Ocorréncia Células iscladas Grupos oz células

Reversibifdade Nao, apds alteragoss Sim, alé ¢ poato de nao retomo
merfologeas

Adasias enire chlulas Percidas (micio) Percdas (fim)

@ a membrana basal

Fagocitose por Presente Augente

oélulas adjacenies

inflamacac exwdabva Alsante Fresenle

Célula Formagdo ds corpos Inlumesomente &
apoploticss A Seguir desntagragao

Nicko Convolugdo do limte nuclear e Desaparecimento {canalise)
dasagarecimentofcanoréxis)

Cromatina Compactacan em massas Vacuoizagies”
undomementa densas

Quebra de DNA Intemucleossomica A0 acaso

Organgas citoplasmaticas Inturnescimento (fase final) Intumsscimenio (fass incial)

Liceragan de enzimas Ausente Presente

lisossomais

Energia Aaquedda Nae requenda




APOPTOSE

-vacuolos citoplasmaticos

-encolhimento e diminuicao

do contato célula-célula

Fragmentacao da
membrana nuclear

-condensacao cromatinica

-Despolarizacéo da
membrana mitocondrial

-fragmentacao
Internucleossomal do DNA

-desintegracao nuclear e
COrpos apoptoticos

-fagocitose pelos
macrofagos

Estimulo fisiolégico

Ocorréncia unicelular

Sem reversibilidade
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1.Condensagdo da cromatina no nidcleo e rompimento da

interagdo célula-célula = célula apoptdtica isolada das
vizinhas

Condensacdo da cromatina = antes da clivagem do DNA

g ACINUS 2

degradacao DNA nuclear (espacos
Inter-nucleossomal ) — produz quebras de cadeia Unica

endonucleases no DNA = extremidades

(Dnase |) dependentes de com grupos 3°-OH

Ca2+ e Mg2+

-Condensacgado citoplasmatica: (preservagdo integridade de
organelas) = disrupgdo dos contatos desmossomais entre células e
disrupgdo do citoesqueleto (enzimas transglutaminase,
colagenase, TRPM2) = formagdo de b/ebs sobre a superficie
celular.
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Fragmentacao do DNA internucleossomal produz
padrao de escada no gel de eletroforese.




PROCESSO HISTOLOGICO DA APOPTOSE

Ucleos fragmentados e organelas intactas (mitocdndrias e
iIsossomos) = enzimas envolvidas: catepsina D, ativador

plasminogénio tipo-tecido e RNase .
]

€.Fragmentag&'o da célula em corpos apoptéticos =
I

3.Fagocitose dos corpos apoptoticos
células vizinhas normais e

macrofagos = degradagdo pelos
lisossomos das células recipientes



TROFOBLASTO — ETAPAS DAS MUDANCAS MORFOLOGICAS

A- Condensacao do citoplasma
— clivagem da lamina e
filamentos de actina

B- Condensacao nuclear —
guebra da cromatina e proteinas
estruturais nucleares

C-D- Fragmentacao da célula —
corpos apoptoticos —
translocacao de fosfatidilserina
superficie celular —

degradacao macrofagos

http://www.sgul.ac.uk/depts/immunology/~dash/apoptosis/intro.html



Fagocitose dos corpos apoptoticos por macrofagos



APOPTOSE E CICLO CELULAR

e Células em apoptose = maioria dos casos na fase Go (sem
proliferagdo)

stimulo apoptotico | \
O

Fase morfoldgica de pré-condensagdo: FASE A1 DE
actimulo de produtos génicos AP0 PIOEE
necessdrios para a apoptose ‘ ‘
passo irreversivel = FASE A2 DE
ativagdo de endonucleases APOPTOSE

(tempo de duragdo da apoptose: 2-3 horas)



( % € mediada por muitos fatores e em vdrios niveis do
metabolismo celular

« Infeccdo viral

e Pertubagdo metabdlica: mudangas repentinas na
concentragdo de glicose

« Temperatura
« Irradiacado
 Toxinas e drogas

e Fatores hormonais, como citocinas e hormonios
(peptideos e esterdides)



Mecanismos Bioquimicos e Moleculares

mudangas bioquimicas e moleculares da cascata
dependente de energia

o Fatores que previnem a apoptose (fatores de
sobrevivéncia tecido-especifico ou gerais): hormonios,
citocinas e fatores de crescimento

o Fatores que induzem ou aumentam apoptose:
hormonios, deplegdo de fatores de crescimento, etc.



ESTIMULOS PRO E ANTI-APOPTOTICOS

1-Extrinsecos

ligantes de morte (1)

granzima (4)— linfécitos T
citotoxicos

2- Intrinsecos apos estresse celular:
radiacao (2)
agente quimico (3)
Infeccao viral
deprivacao de fator de
crescimento
estresse oxidativo

www.sghms.ac.uk/.../ ~dash/apoptosis/mito.html
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INIBIDORES DA
APOPTOSE

¥ testosterona
¥ estradiol

% Progesterona
¥ Prolactina

¥ fatores de crescimento
(EGF, IGF-I, NGF, PDGF)

¥ interleucinas
¥ hormonio de crescimento
# gonadotrofinas

INDUTORES DE APOPTOSE
¥ esterdides

¥ glucocorticoides

¥ progesterona

¥ hormonio tiredide

¥ privagdo de fator de
crescimento (IGF-I, EGF,
PDGF, NGF)

¥ fator de crescimento
transformante 3

¥ Citocinas: TNF-a, IL-1, IL-6
% Fas ligante

¥ radicais livres

¥ Oxido nitrico




% Familia de proteinas Bcl-2:
-controla alguns passos chaves da sinalizagdo da
apoptose:
-liberacdo do citocromo c,

-ativagdo da caspase-9 e homeostase de cdlcio
— alterando o limiar celular de sensibilidade a
apoptose.

% Caspases: cisteino proteases



Genes responsaveis pela regulacao da apoptose =
conservados desde Nematodes a Humanos

4

» 1090 células somaticas (diferenciadas)

Caenohabditis elegans

131 eliminadas por apoptose durante o desenvolvimento

Regulacao da apoptose: 14 genes = ced (cell death
abnormal)

ced-3 e ced-4 = levam a apoptose

ced-9 = anti-apoptotico



W

W

« 25 genes= Primeira oncoproteina anti-apoptotica

« Descoberta em Linfoma de Células B: 1(14:18), gene
Bc/-2 = translocado para locos da cadeia pesada da Ig =
expressdo elevada em células B.

Localizagdo de Bcl-2: membranas intracelulares =
mitocondria, reticulo endoplasmdtico e membrana perinuclear

Oncogene Bc/-2: ndo tem capacidade para estimular
crescimento celular = aumenta a sobrevivéncia celular em
condigdes de crescimento subdtimas = inibindo a apoptose

Proteina bcl-2: capaz de proteger as células de uma ampla
variedade de estimulos apoptéticos = privagdo de fator de
crescimento, irradiagdo, drogas citotoxicas, calor, mondcitos,
oncogenes desregulados (previne a liberagdo do citocromo c -
mitocondria)



Bcl-2 Superfamily

citoplasma / wf)ndria

Proapoptotic Antiapoptotic
e”/ \:i Bel-2
BH3-only proteins multidomain (BH)
Eﬂ|-Hl .
Bik (Mbk) Bax L_ocallzadas no
Bad _ citosol e
Bim (Bod) Bak Bckw translocadas
Hrk (DP5) Bok (Mid) Ml p/mitocondria
Bel-G (S) Boo (Diva)
Hrik/dpS Bol-G (L) Becl-B
MNoxa
Bel-B
Fuma/Bpc3 +viral homologues
+others Bel-rambo e
share only sequence share sequence homology (share sequence homology in 1
homology at multiple sites of 4 domains BH1 = BH4)
in BH3 domain

Locallzadas no citosol Bcl-2: ligada 2 b

(Bax), membranas C:t ' RIgEa a a memor.

mitocondria e RE (Bak) mit. €



http://nips.physiology.org/content/vol18/issue3/images/large/1433-3.L.jpeg

% Cytosolic Aspartate-Specific Proteases
¥ (familia de 12 proteinas: 7 envolvidas na apoptose)

% Possuem um residuo de cisteina no sitio ativo =
clivam proteinas em residuos de dcido aspartico

% Pro-caspases (forma inativa): quando clivadas
(ativas) geram uma cascata de caspases que clivam
proteinas criticas para a sobrevivéncia da célula,
como:

-desmontagem do envoltdrio nuclear e arcabougo da lamina

-hipercondensagdo da cromatina

-degradagdo proteolitica das estruturas nucleares e
citoplasmadticas



-duas subunidades (1 grande

A

1 pequena

\

-pro-enzimas inativas ﬂl]l:> durante a apoptose;
cascata sinais pré-apoptéticos Inactive Proenzyme

Small
@ $ (~20kD) ST
Asp X Anp X

ativam as caspases iniciadoras
(-2,-8,-9e-10)

4

caspases efetoras (-3, -6 e -7)

4

clivam proteinas celulares vitais
(fase de degradacao)

Prosnzyme is cleaved at caspase
cleavage sequences (Asp-x)

Catalytic Sites

2 large and 2 amall subunita
combine to form the
active tetrameric enzyme

Active Caspase
Caspases inflamatorias:(-1,-4,-5)



CASPASES INICIADORAS
caspases -2, -8, -9 e -10

4

processadas € ativadas com a
ajuda de moléculas
adaptadoras:

pro-caspase-9: Apaf-1
pro-caspase-8: FADD/MORT]1

quando ativadas clivam e ativam
as pro-caspases efetoras

CASPASES EFETORAS
caspases -3, -6 e -7

4

quando clivadas:
responsdveis pela clivagem
de vdrias proteinas

||

mudangas morfoldgicas e
bioquimicas caracteristicas
da morte celular apoptética




CASCATA DE CASPASES

Caspase-6
l Caspases-2,-3,-9
L Caspase-3

Condensacao

da cromatina Fragmentagao
do DNA Condensacao

da cromatina



( CASPASE-6
% Lamina
¥ NuMA (proteina do aparelho mitotico-

nUCIQClr’) @

manutengdo da integridade estrutural
nuclear (condensagdo do envelope
nuclear)



(

CASPASE-3

% ICAD (inibidor de DNase ativada por caspase)
% PARP (polimerase poli ADP-ribose)
¥ DNA-PK (proteina quinase dependente de DNA)
¥ PAK2 (proteina quinase ativada pela p21)
Todas participam do reparo do DNA e infegridade

genomica
¥ Fragmentagdo do DNA

¥ Condensacdo da cromatina

% Gelsolina: envolvida na montagem e desmontagem de actina
(parte do citoesqueleto - estrutura da célula)

¥ Acinus (fator nuclear): apds clivagem essencial para a
condensacdo da cromatina



VIAS APOPTOTICAS

Extrinsic Pathway Intrinsic Pathway Perforin/Granzyme
radiation, toxins, hypoxia, etc. Pat hway Vi a
Y Cytotoxic Tcells
death ligand —w_ Y Independente

death receptor-u_

4

adaptors mitochondrial changes (MPT) / \‘
granzyme B  granzyme A

de caspase

perforin

disc formation apoptosome forms

caspase 8 activation caspase 9 activation caspase 10  SET complex

f / activation

caspase 3 activation
(Execution Pathway) DNA cleavage

endonuclease activation — degradation of chromosomal DNA
protease activation — degradation of nuclear and cytoskeletal proteins — cytoskeletal reorganization

cytomorphological changes:
chromatin and cytoplasmic condensation, nuclear fragmentation, etc.

formation of apoptotic bodies

FIGURE 3.—Schematic representation of apoptotic events. The two main pathways of apoptosis are extrinsic and intrinsic as well as a perforin/granzyme pathway.
Each requires specific triggering signals to begin an energy-dependent cascade of molecular events. Each pathway activates its own initiator caspase (8, 9. 10)
which in turn will activate the executioner caspase-3. However, granzyme A works in a caspase-independent fashion. The execution pathway results in characteristic
cytomorphological features including cell shrinkage, chromatin condensation, formation of cytoplasmic blebs and apoptotic bodies and finally phagocytosis of the
apoptotic bodies by adjacent parenchymal cells, neoplastic cells or macrophages.
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Via extrinseca — ligacéo Via intrinseca-Mitocondrial:
dos receptores de morte: estimulo interno:ROS, NO,
Fas/CD95/Apo-1, TNFR e TRAIL: citocinas (IL-1, IL-6) =
expressos em timocitos, células B ativacdo Bax, Bid =translocacio
ativas, células T, monadcitos, do citosol p/ membrana
macrofagos e neutrofilos mitocondrial = liberac&o do

citocromo ¢ = formacao do
-estimulo externo ( radiacao,drogas, || apoptossomo = clivagem da
inflamacao) = ligacao com ligantes procaspase-9 = caspase-9 ativa
especificos aos receptores de — cascata de caspases =
Morte: FaSL/FaS; TNF-a /TNFR) — C|ivagem da Caspase_g

DISC (complexo de sinal indutor de | | — ativa fator de fragmentacéo do

morte) = Fasl/Fas + FADD + DNA = quebra do DNA a cada
procaspase 8 = caspase 8 200pb

ativada = cascata de caspases



DUAS PRINCIPAIS VIAS DAAPOPTOSE
Apoptosis

membeans [r&mptnr mediated

CD95

Degradacao DNA
Degradacao

proteinas nuclear

“cell-axternal W

e citoesqueleto

Condensacao da
cromatina e
citoplasma

Fragmentacao
nuclear

[ Fas | procaspase B8
FADD

DISC
4

caspase B

v

rocaspase 3

caspase 9

wj‘wﬁmﬂa signals*

[ mitochondria-mediated

{:_‘-h.

1o L e _

Mudanc_;as na
permeabilidade da

membr. mitocondria
endonuclease (3, AlF



http://nips.physiology.org/content/vol18/issue3/images/large/1433-1.C.jpeg

Via extrinseca da apoptose

TNF, TRAIL, CD95
(FAS ou APO1)

1) Ligantes de morte ligam-se I

DEATH LIGAND
aos receptores de morte

DEATH RECEPTOR

A A

HIL exTrinsic

£ AL
\)a; r))'(] (” )S

Blogueia a pATHWAY | 2) Molécula adaptadora
ativagcdo da FADD é recrutada
caspase-8
> | DISC: complexo sinalizacdo
indutor de morte
3) Ligagdo de CASPASE- 8

caspases-8 e 10

Ativa o dominio BID, membro
@ apoptdtico da familia Bcl-2
Cliva e ativa a
caspase -3 efetora \

Bloqueia a
APOPTOSIS ativagdo da
caspase-8




Apoptose --- Via extrinseca

(A) ACTIVATION OF APOPTOSIS FROM OUTSIDE THE CELL (EXTRINSIC PATHWAY)
killer lymphocyte

Fas ligand

:aggrggataoh ¢
: and cleavage o
Fas protein procaspase-8
adaptor molecules

protein

—-

activated
caspase-8

inactive

target cell procaspase-8

apoptotic
target cell




Apoptose --- Via intrinseca

(B) ACTIVATION OF APOPTOSIS FROM INSIDE THE CELL (INTRINSIC PATHWAY)
cytochrome c (in intermembrane space)

injured
mitochondrion

ptor protein

(Apaf-1) aggregation of Apaf-1
A1

g

cytochrome ¢
release and
binding to
Apaf-1

and binding of
procaspase-9

activation of

prcigg;:g;see-Q procaspased

¥  activated
caspase-9

CASPASE

" " CASCADE




Clivagem do DNA nas unidades
nucleossomais:

‘) I PARP (reparo DNA) — clivada
1cap ¥ P -

pela caspase 3

-Laminas — degradacap pela
caspase 6 — condensacao da
cromatina e fragmentacao nuclear

-Fragmentacéo do DNA:

Realizada pela enzima CAD
(DNase ativada por caspase)

4

Complexo inativo CAD+ICAD

!

ICAD clivado — Caspase 3

4

CAD — fragmentacdo DNA
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Cytochrome C

Apoptotic signals

@/De-phosphorylat:on

release of Bad

Apoptosome formation

\

Caspase
Cascade

Viembrana externa.:

membros anti-apoptoticos Bcl-2, Bel-Xl =
sobrevivéncia celular

Membros pro-apoptéticos: Bad e Bax =
interagem com Bcl-2 e Bcl-XI

Mitocondria: liberacéo do citocromo C (poros

— Bad e Bax)

[citocromoC + Apaf-1 + ATP + pro-caspase 9]

4

caspase 9

Apoptossomo

caspase 3
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APOPTOSSOMO - Ativacao das Caspases

First stage of apoptosome formation

Estrutura em roda:

7 moléculas Apaf-1 + citocromomo C + ATP

!

7 moléculas pré-caspase 9

Recruitment of
procaspase-9

procaspase-9

Caspase Activation

www.sghms.ac.uk/.../ ~dash/apoptosis/mito.html
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% Citomorfoldgico: hematoxilina-eosina

¥ Fragmentacdo do DNA: TUNEL (Terminal dUTP Nick End-
Labeling) — inser¢do de nucleotideos marcados- dUTP nas
extremidades 3'-OH DNA fragmentado

¥ Anticorpos:
caspases clivadas: caspase-3 ativada ou CPP32

- Anexina 5: externalizagdo da fosfatidilserina membrana
externa da célula

¥ Ensaio mitocondrial e liberagdo do citocromo c: corantes
fluorescentes e microscopia eletronica

¥ PCR microarray: perfil de expressdo de ~112 genes — painel
de genes relacionados a apoptose

Combinar uma ou mais técnicas bioguimicas com
morfolégica — eventos precoces e tardios
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TUNEL: células mamarias

TUNEL.: testiculo
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Anexina

«  Sao proteinas que ligam fosfolipidos na presenca de calcio

= As alteraches celulares gue ocorrem durante o processo apoplotico
incluem a perda da assimetria dos fosfolipidos numa fase inicia

= Os conjugados de Anexina V sao ulilizados para se detectar celulas
apoptoticas

Ltiliza-se a Anexina V' marcada fluorescentemente (Citometria de fluxo,
microscopia de fluorescéncia e confocal )

Ancleae Calulie & Malaciar 1% samasdng - 19 aen, J00E-3000) - Siido B e Madens & Bedens Danina Saralra Mo Sanlan




“Microarrays”

* Analise da expressao genica diferencial

« (enes agrupados em familias de genes

Buokge Celuder o Maecrnt
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vidos na apoplose: 198

2008-2008) ~ Cigdo B de Medicna » Medicns Durising

Swdry Moms Candoso




Doencas Associadas com Aumento da apoptose

1- AIDS = destruicéo apoptética dos linfécitos T/CD4 =
inducéo da permeabilizacdo da membrana mitocondrial

2- Doencas neurodegenerativas: Alzheimer e Parkinson =

apoptose precoce dos neurbnios = deméncia progressiva,
perda cognitiva e memodria

3- Infarto do miocardio por isquemia = necrose das células
que dependem dos vasos afetados e apoptose das células
vizinhas pela geracéo de ROS

4- Doencas hepaticas induzidas por toxinas e alcoolismo

5- Osteoporose = perda da massa 6ssea



( cancer

Linfoma folicular, Carcinoma mamario
Tumores hormonios dependentes
Cancer de prostata e ovario

Doencas_auto-imunes = falhas (no timo) na apoptose de

células T que reagem com substéncias do préprio organismo
Lupus eritrematoso sistémico
Glomerulonefrite imuno-mediada

Infeccoes virais = inibem apoptose das células infectadas
Herpesvirus
Poxvirus
Adenovirus




APOPTOSE: elimina as ceéelulas com DNA lesado ou ciclo celular
desregulado

c _>

AUMENTA A PROGRESSAO TUMORAL E
PROMOVE METASTASES: permitem as células
tumorais sobreviverem durante o transito na circulacao

INICIACAO DO
TUMOR

sanguinea e crescerem em sitios de tecidos ectopicos, sem
os fatores de crescimento necessarios




APOPTOSE 6 CANCER.

Oncogenes :

- Regulam ou controlam o crescimento e a proliferacao celular

e Atuam no controle do mecanismo da morte celular

—» INIBEM A APOPTOSE
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FUNCAO DA PROTEINA P53

Muclaus Cytoplasm -

am - - — = B @

Mitcchandnal cuter membrane

B

Kitochondnal cuter membrans

Figure 2 | Interplay of the nuclear and cytoplasmic functions of p53 in
apoptosis. Mudear p53 induces the expression of Mdm2, which acts to

inhibitthe protein through binding and ubiquitinylation. Cellular stress
signals interrupt this inhibition, allswing p53 to accumulate both in the
mucleus and in the ovtoplasm In the latter, p53 i sequestered by anti-
apopiotic Bel? proteins such as Bel-X;. Another target of nuclear p53,
PUMA, functions to disrupt the Bol-X,—p53 interaction. The released p53

can now trigger MOMP and apoptosis through interaction with, for
example, Bas

- e el

f

NATURE| Vol 45830 Apdl 2009

~50% dos canceres
humanos apresentam
mutacao de p53 (fator de
transcricao):

-parada do ciclo celular
-reparo do DNA

-apoptose

Mutacao de p53

|

Resisténcia a quimio
e radioterapia:
células nao entram
em Apoptose



Tratamento II~ Resposta apoptotica:

citotoxico: radiacao
Ou quimioterapia

Edames A. Sulllvan www . cellsalive.com

Dependente da dose

1 |

Candidato da Terapia Antitumoral:
Aumentando a resposta apoptotica de
tecidos cancerosos ou inibindo a
resposta apoptotica de tecidos
normais




Reguladores da apoptose : principais fatores que
contribuem p/ resisténcia a quimioterapia

Estratégias de terapias indutoras de apoptose:

otecnologia antisense: oligos antisense contra Bcl-2, XIAP
e survinina

eproteinas antagonistas como Bax: inibicao da atividade
anti-apoptotica;utilizando ou elaborando compostos
farmaceéuticos que liguem-se em seus sitios ativos

e SiRNA p/ c-FLIP, Bcl-2, XIAP: induz apoptose p/
tratamento do cancer

eInibidores de caspases

eTerapia génica: restauracao da funcao de p53



Exemplos:

eInibidores de caspase:

- z-VAD-fmk (sintético) reduz a gravidade da injuria de
reperfusao do miocardio (modelos de ratos)
-inibidores de ICE (Interleukin-1 beta-converting
enzyme) ou caspase-1:tratar artrite reumatoide e
outras doencas inflamatorias via reducao de
interleucina-1p

-K-777: inibidor de caspase p/ tratar doenca Chagas
eInibidores de PARP1: atenuar células inflamatorias e
isquémicas e injuria de orgaos

eInibidores de Bax: previnir liberacao do cit c da
mitocondria



