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INTRODUCAO

RESUMO

A apoptose ou morte programada é um fenémeno biolégico essencial para o desenvolvimento e
manutencao de uma populacao celular. Neste processo, as células senescentes ou indesejaveis sao
eliminadas ap6s ativagao de um programa de morte celular, que envolve a participacdo de moléculas
pré-apoptoéticas (Fas, FaslL, Bax, Caspases 2, 3, 6, 7, 8 e 9). A ativagdo destas moléculas provoca
tipicas alteragdes morfolégicas como a retracdo celular, perda de aderéncia a matriz extracelular e as
células vizinhas, condensacéo da cromatina, fragmentacdo do DNA e formacdo de corpos apopt6-
ticos. Moléculas antiapoptéticas (Bcl2, FLIP) bloqueiam o surgimento e a evolugao destas alteragdes
celulares e evitam a morte celular. E o equilibrio entre moléculas pré e antiapoptéticas que assegura
a homeostase tecidual. O descontrole da apoptose pode contribuir para o aparecimento de diversas
doengas neoplésicas, autoimunes e neurodegenerativas. Diversos agentes indutores e inibidores de
apoptose sao reconhecidos como armas potenciais no combate a doengas relacionadas a disturbios
de proliferacdo e morte celular, dentre eles, destacam-se os horménios. A melatonina tem sido rela-
tada com importante acdo antiapoptdtica em diversos tecidos, modulando a expressao de agentes,
reduzindo a entrada de célcio na célula, bem como atenuando a producgdo de espécies reativas de
oxigénio e de proteinas pro-apoptéticas, tal como, diminuicdo da Bax. O conhecimento de novos
agentes capazes de atuar nas vias da apoptose é de grande valia para o desenvolvimento de futuras
terapias no tratamento de diversas doencas. Assim, o objetivo dessa reviséo é elucidar os principais
aspectos da morte celular pela apoptose e o papel da melatonina neste processo.
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Por outro lado, este processo pode ser inibido pela ativacdo de molé-
culas antiapoptéticas (Bcl-2, FLIP) que blogueiam o surgimento e a

O desenvolvimento biolégico e a manutengdo da populagéo
celular de um tecido sé@o regulados por um processo de morte progra-
mada denominado apoptose, responsavel pela eliminacéo de células
senescentes ou indesejaveis. Este fendmeno foi primeiramente
descrito por Kerr et al. (1972)*. Ele é essencial na proliferagao e na
diferenciacdo, bem como na sobrevida de células em processos de
organogénese, hematopoiese, reposicao tecidual, atrofia de érgéos
e metamorfose, resposta inflamatéria e eliminagao de células apds
dano por agentes genotdxicos 23.

No processo de apoptose, as células sdo induzidas a morte
pela ativacdo de um sistema de morte celular geneticamente e
bioquimicamente regulado, envolvendo a participacdo de molé-
culas pré-apoptdticas (Fas, Fas-L, Bax, Caspases 2, 3,6, 7, 8 e 9)
capazes de provocar drasticas alteragbes morfologicas e funcionais.
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evolugéo destas alteracdes celulares. Assim, a homeostase (equilibrio
estrutural e funcional essencial para sobrevivéncia de uma populagao
celular) depende do balango entre a ativagdo de moléculas pré e
anti-apoptdticas +°.

Quando desregulada, a apoptose pode contribuir para o apare-
cimento de vérias doencas neoplésicas, autoimunes e neurodege-
nerativas®>¢. Deste modo, os avancos no entendimento, controle e
combate destas doengas devem-se, em grande parte, aos estudos
de morte celular 26,

Diversos agentes indutores e inibidores de apoptose sao reconhecidos
como armas potenciais no combate a doencas relacionadas a disttirbios
de proliferacédo e morte celular, sendo que dentre eles salientamos os
hormonios esteroides e nao esterdides. Os hormonios esteroides podem
apresentar tanto atividade pré-apoptética’ quanto antiapoptética ©.
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A melatonina, hormdnio ndo esteroide (indolamina) produzido na
glandula pineal, influencia a regulagéo do sistema neuroenddcrino,
o controle do ritmo circadiano de diversos processos fisiologicos e,
também, o sistema anti-apoptético em diversos tecidos de verte-
brados induzidos a morte celular®!?. Entretanto, o mecanismo pelo
qual ela exerce este efeito inibitdrio na morte celular ainda permanece
pouco esclarecido. Esta revisao sumariza inicialmente o processo € as
vias apoptoticas e a atividade antiapoptética da melatonina através da
inibicao das vias apoptéticas e a ativagdo das vias de sobrevivéncia.

Apoptose

A manutencao da integridade e homeostase de organismos multi-
celulares requer a atuacao perfeita de diversos mecanismos celulares
e moleculares envolvidos, por exemplo, na morte celular programada.
Neste processo, a populagao celular é rigorosamente controlada
por fatores genéticos e bioquimicos, responsaveis pela ativagao de
moléculas pro-apoptdticas especificas!'®. A ativacdo destas moléculas
sinalizadoras de morte celular provoca tipicas alteragdes morfolégicas
e ultraestruturais do processo de apoptose: retracao celular, perda de
aderéncia a matriz extracelular e a células vizinhas, condensagao da
cromatina, fragmentacéo internucleossémica do DNA e formacéo de
brotos citoplasmaticos denominados corpos apoptéticos®!4. Neste
processo, a membrana plasmatica celular permanece integra, mas
sofre alteracbes estruturais, como a distribuicao de fosfatidilserina na
camada externa da membrana, que é um sinalizador para o reconhe-
cimento pelos fagécitos!®. Deste modo, a célula morta é rapidamente
removida sem que haja extravasamento do contelido citoplasmatico,
evitando assim uma resposta inflamatéria intensa®.

Em geral, a resposta inflamatéria esté presente na necrose, tipo
de morte celular morfoldgica e bioguimicamente distinta da apoptose,
em que a injuria a célula provoca aumento de volume, agregacao de
cromatina, desorganizacao do citoplasma e perda da integridade da
membrana plasmatica. Consequentemente ocorre extravasamento
de contelido citoplasmatico, causando danos as células vizinhas e
reacao inflamatéria local *°.

Indutores e inibidores de apoptose

Diversos fatores sao capazes de induzir o processo de apoptose
através da ativacao de moléculas pré-apoptéticas, dentre eles, lesdo
do DNA (causada por radiagao ionizante ou por agentes quimiote-
rapicos), privagao de fatores de crescimento e nutrientes, choque
térmico e acumulo intracelular de reativos toxicos de oxigénio®®.

Os inibidores da apoptose atuam modulando a ativagao de
moléculas antiapoptdticas. Dentre eles destacam-se fatores de matriz
extracelular, zinco, alguns aminoacidos e hormonios esteroides e nao
esteroides!®.

Caspases: moléculas efetoras da morte celular

As alteragoes morfoldégicas observadas em células em apoptose
sao resultado final da ativacéo de enzimas especificas denominadas
caspases. Estas enzimas modulam o processo apoptético e servem
como marcadores priméarios em ensaios de apoptose antes mesmo
que os sinais morfoldgicos estejam evidentes. Essas enzimas sao
responsaveis pela clivagem de substratos que contenham residuos
de &cido aspértico, como a enzima poli-ADP-ribose-polimerase,
proteinas reguladoras de ciclo celular, proteinas estruturais, como
laminina e actina, dentre outras!®'”. Em humanos sdo reconhecidos
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mais de 14 tipos de caspases, mas parte delas tem propriedade
pro-apoptotical®. Caspases-1, 4 e 5, por exemplo, sdo reconhecida-
mente importantes no processo inflamatdrio, enquanto caspases-2,
3 e 10 sdo predominantemente (se nao exclusivamente) envolvidas
na apoptose’s.

Dependendo do evento em que participam no processo de apop-
tose, as caspases podem ser denominadas iniciadoras (caspases 8
e 10) ou executoras (caspases 3 e 7). Estudos genéticos mostram
que a apoptose como qualquer outro processo metabdlico pode
ser interrompida por mutagdo?. Em camundongos, por exemplo, a
delecdo ou mutacdo do gene que codifica a protefna Mradl, que
tem papel fundamental no reparo do DNA e controle do ciclo celular,
resulta na aboligéo do processo de morte celular programada, com o
aparecimento de tumores de pele 8.

Vias de ativacao da apoptose

A apoptose pode ser deflagrada por estimulos externos por meio
da ativacéo de receptores especificos presentes na superficie celular
(via extrinseca ou via de receptor de morte celular), chamados de
receptores de morte, ou pelo estresse intracelular (via intrinseca ou
mitocondrial). Ambas as vias culminam com a ativagao de caspases
que levam a morte celular 192,

A via extrinseca é responséavel pela eliminacdo de células inde-
sejadas durante o desenvolvimento, maturagao do sistema imune e
remogao de tumores mediada por imunidade (imunovigilancia)’.
Esta via é desencadeada pela interagdo de ligantes especificos a
grupo de receptores cognatos pertencentes a familia do fator de
necrose tumoral (TNF), capazes de provocar a ativacao caspase-3
e, consequentemente morte celular 7.

O receptor Fas (CD95/APO-1), molécula de superficie celular de
45 kDa pertencente a familia do TNF, tem-se tornado paradigma para
estudos da via extrinseca da apoptose. Seu ligante (Fas-L/ CD178) é
uma proteina de 37 kDa pertencente a superfamilia dos TNFs 2023, O
Fas e Fas-L estao envolvidos no processo de morte celular, apés a inte-
ragao do Fas-L na superficie da célula, com o receptor Fas, ha formagao
de agregados na forma de trimeros, que se ligam a proteina adaptadora
FADD (Fas associated death domain) presente no citoplasma. Este
complexo molecular se liga a pro-caspase-8, resultando na formagao
do complexo DISC (Death Inducing Signalling Complex), onde ocorre
a ativacdo (dimerizagao/clivagem) da pré-caspase-8, resultando na
ativacao da caspase-3 efetora, o que culmina na morte celular 7.

Avia intrinseca é ativada por estresse intracelular ou extracelular,
como privagéo de fatores de crescimento, danos no DNA, hipdxia,
dentre outros. Em resposta a estes fatores, a mitocondria sofre modi-
ficacoes de potencial de membrana interna, de permeabilidade de
membrana e aumento de densidade de matriz. Além disso, alguns
autores relatam que estas organelas assumem distribuicao perinu-
clear durante este processo®*. Estas alteragbes mitocondriais podem
ser cruciais para o disparo da morte, podendo facilitar a translocagao
de proteinas mitocondriais, blogueio na sintese de ATP e aumento na
producao de espécies reativas de oxigénio, que leva a oxidacao de lipi-
dios, protefnas e acidos nucléicos, além de contribuir para a ativagao
de caspases-9 e 3. O desarranjo mitocondrial também pode facilitar
a liberagao de citocromo C para o citoplasma, onde 0 mesmo forma
complexo com o fator de ativacdo associado a apoptose-1 (APAF-1)
e caspase-9, o chamado apoptossomo, que promove a clivagem da
pré-caspase-9, liberando a caspase-9 ativa, que é capaz de ativar a
caspase-3 e provocar a apoptose®16:17,

Rev Assoc Med Bras 2010; 56(6): 715-8



MELATONINA: MODULADOR DE MORTE CELULAR

Deve-se mencionar que em ambas as vias, a ativagdo da
caspase-3 é o ponto crucial e irreversivel do fendmeno de morte
celular, ou seja, neste estagio ndo hd mecanismos que possam
reverter a apoptose?®.

Inibidores da ativacao de caspases na apoptose

O recrutamento e ativacdo da pré-caspase-8 sao regulados por
moléculas como o

FLIP (FLICE-like inhibitory protein), homdlogo da caspase-8 com
diferencas importantes, como a falta de um residuo catalitico, que o
torna incapaz de exercer atividade proteolitica.

Héa desacordo na literatura quanto a propriedade pré ou antia-
poptdtica de FLIP. Estudos mostram que quando presente em baixos
niveis (em células normais), FLIP aumenta a ativacdo de caspase-8,
porém quando super expresso (niveis elevados da proteina) em
células tumorais compete com caspase-8 pelo sitio de ligacdo do
complexo Fas-FADD e inibem a apoptose 17:°.

Deve-se mencionar que algumas proteinas da familia Bcl-2
também modulam a ativacéo de caspases, sejam inibindo a ativacao
destas proteases, como Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, sejam promovendo
apoptose, como Bax, Bax, Bid, Bak e Bcl-xs %2427,

A protefna Bcl-2, por exemplo, inibe a liberacdo de citocromo C
pelas mitocondrias e assim, evita a morte da célula 11225, Entretanto,
ainda que esteja bem documentado o papel antiapoptético destas
proteinas, pouco se sabe acerca do mecanismo exato pelo qual Bcl-2
e o0s outros membros desta familia podem atuar neste processo’.

Melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) j& é usada na pratica
clinica hd muitos anos, sendo segura e bem tolerada mesmo em doses
elevadas atravessando facilmente a barreira hemato-encefalica®’. Além
de ser usada para aumentar a eficiéncia do sono?, tratar o jet lag,
melhorarosistema cardiovascular??, como droga antienvelhecimento?,
suplemento dietético ou ainda como protecdo ao aparecimento de
tumores®° existem evidéncias de que pode exercer atividade controla-
dora do processo de morte celular atuando na apoptose!! 123132,

Acao da melatonina na apoptose

Diversos estudos mostram que a melatonina apresenta acao tanto
na via extrinseca, ao modular a expressao dos receptores de morte,
quanto na via intrinseca ao eliminar radicais oxidantes do citoplasma
que podem ser gerados pela mitocondria.

Alguns autores de estudos mostram acdo antiapoptética da
melatonina em diferentes 6rgaos, como timo, rim, cérebro e figado e,
atribuem isso principalmente a suas propriedades antioxidantes’-1%:3334
ao eliminar radicais hidroxila (OH"), peroxila (ROO") 26, superéxidos “e
a oxidacao da cardiolipina nas mitocondrias *°. Na glandula lacrimal de
hamsters, este horménio previne o dano celular causado por acimulo
de porfirinas, por sua capacidade de diminuir a sintese de RNAm de
aminolevulinato sintetase, enzima envolvida na producéo de porfirinas,
bem como por aumentar os niveis de RNAm de enzimas antioxidantes
como manganés superéxido-desmutase (Mn-SOD) e cobre-zinco
superoxido-desmutase (Cu-Zn-SOD)%. A glutationa peroxidase, outra
enzima de grande importancia para a eliminacéo de radicais livres
do organismo, também sofre aumento em sua sintese em cérebro de
ratos tratados com melatonina®’, comprovando que este horménio
também exerce agdo sobre outras enzimas protetoras contra reativos
téxicos. A melatonina ainda é capaz de exercer atividade antioxidante
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ao regular negativamente os niveis de éxido nitrico sintetase, envolvida
na sintese de dxido nitrico, como observado em ratos submetidos a
injuria isquémica cerebral e tratados com este hormdnio®.

Alguns autores referem que com a diminuicdo dos niveis de
melatonina com a idade, haveria inibi¢cao do gene SIRT/ que regula
o ritmo circadiano, levando a desregulacéo deste, com inibicdo da
apoptose, e aumento na susceptibilidade a tumores %.

Em outro estudo envolvendo o sistema nervos central (SNC),
Lima et al.®® observaram que administracdo de melatonina a ratos
pinealectomizados induzidos a epilepsia com pilocarpina, provocou
reducdo do numero de células TUNEL-positivas em varias areas
limbicas do SNC. Este fato indica efeito neuro-protetor deste horménio
durante o estado epilético, podendo ser utilizado como adjuvante na
terapia anticonvulsivante. Wang® refere que a acdo a melatonina
atuaria na prevencao de doencas neurodegenerativas pela inibicao
da via intrinseca da apoptose e da ativagao de vias de sobrevivéncia.

Amodulacao de elementos imunoldgicos também € um mecanismo
pelo qual a melatonina pode inibir a apoptose, induzindo a liberagao de
citocinas como a interleucina (IL)-4. Alguns autores mostraram que a
melatonina é capaz de evitar a morte celular de progenitores hemato-
poiéticos apds tratamento quimioterapico tanto in vivo quanto in vitro e,
este efeito € mediado por células T tipo Th2, que séo estimuladas por
este horménioaliberar IL-4, que induz a ativagao de células estromais*.
Estas, por sua vez, passam a liberar fator estimulador de colénia de
granuldcito-macréfago (GM-CSF), aumentando assim o nimero de
unidades formadoras de col6nia de granuldcito-macréfago (GM-CFU).
No entanto, é importante observar que este efeito s6 ocorre com
precursores da linhagem GM-CFU. Outros estudos evidenciaram que
a melatonina néo é capaz de influenciar no crescimento de tumores e
no surgimento de metéstases*, porém, quando usada como adjuvante
no tratamento de cancer tem bons resultados no controle da doenga®2.

A melatonina pode ainda interagir com receptores nucleares e
exercer agao gendmica direta, alterando a expressao de genes de
apoptose, e assim inibir a morte celular.

Em cultura, a melatonina inibe a proliferacéo de células de cancer
de mama humanas (MCF-7), induzindo uma parada no ciclo celular
dependente de um aumento da expressao da p21WAF1 proteina,
que é mediado pela via p53, desequilibrando o processo entre
mitose e apoptose®®. Ja em timdcitos tratados com dexametasona, foi
observado que a administracao de melatonina foi capaz de reverter
0 processo apoptoético provocado pelo glicocorticoide, reduzindo a
fragmentacdo de DNA e os niveis de Bax (proteina pré-apoptética e
do RNAm do Bax)'°. Nesse sentido trabalhos mostram que a mela-
tonina tem a capacidade de reduzir a atividade das caspases-9 e 3
induzidas pelo aumento da concentragéo de célcio citoplasmaético
em leucdcitos humanos, devido a ativagao da Bax com liberagao do
citocromo C, levando a reducéo da atividade aptoptotica*.

Conforme ja mencionado, a agdo antiapoptética da melatonina
também tem sido relatada nos tecidos nervoso e renal’, neste caso, o
tratamento com o hormonio provoca queda nos niveis expressao das
proteinas Fas, Fas-L e p-53 acompanhada de aumento na expressao
de Bcl-2*. Todavia, os mecanismos envolvidos no controle da expres-
sividade destes genes bem como o final da cascata de apoptose
(caspase-3-clivada) precisam ser mais investigados.

Considerando a importancia do fendmeno de apoptose em
diversas afeccoes proliferativas, como a neoplasia, € outras evidéncias
da acdo da melatonina no processo apoptético, estas informagdes séo
importantes para formulagao de futuras terapias para a prética clinica.
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MELATONIN: CELL DEATH MODULATOR

Apoptosis or programmed death is a biological phenomenon,
which is essential for the development and maintenance of a cell
population. In this process, senescent or damaged cells are elimi-
nated after activation of a cell death program involving participation
of pro-apoptotic molecules (Fas, Fas-L, Bax, caspases 2, 3, 6, 7, 8
and 9). Molecule activation causes typical morphological changes,
such as cell shrinkage, loss of adhesion to the extracellular matrix and
neighboring cells, chromatin condensation, DNA fragmentation and
formation of apoptotic bodies. Anti-apoptotic molecules (Bcl-2, FLIP)
block the emergence and evolution of these cell changes and prevent
cell death. The balance between molecules pro and anti-apoptotic
ensures tissue homeostasis. When apoptosis is out of control, it
contributes to the emergence of several neoplastic, autoimmune
and neurodegenerative diseases. Several inducing and inhibitors of
apoptosis agents are recognized as potential weapons in the fight
against diseases related to proliferation and cell death disorders
among which stand out hormones. Melatonin has been reported
as important anti-apoptotic agent in various tissues by reducing cell
calcium uptake, modulating expression of anti-oxidants and decre-
asing pro-apoptotic protein, such as Bax. The knowledge of new
agents capable to act on the course pf apoptosis is important and
of great value for developing further therapies against many diseases.
Thus, the objective of this review was to elucidate the main aspects
of cell death by apoptosis and the role of melatonin in this process.
[Rev Assoc Med Bras 2010; 56(6): 715-8]

Key worps: Melatonin. Pineal gland. Apoptosis. Apoptosis regulatory
proteins. Caspases.
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