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Resumo:

Neste trabalho descrevem-se os efeitos do AZT, amnéco usado na terapia anti-HIV, mas que
pode provocar efeitos secundarios, nomeadamenfetiaoApesar do seu amplo uso terapéutico, 0s
mecanismos moleculares de ac¢do e os multiplomefEixicos do AZT continuam por esclarecer.
Uma vez que a mitocbndria constitui um dos pririsipévos de accdo de muitos farmacos, o estudo
das alteracbes nas funcbes mitocdndriais poder&ilmgn para clarificar a accdo e efeitos
secundarios toxicos do AZT e ajudar a entender on&ld seus multiplos efeitos em diferentes tipos
de células.

As células HelLa foram obtidos de tecido da Senhienarietta Lacks, que sofria de cancro do colo
do utero e foi seguida no Hospital Johns Hopkinesd® a sua morte, as suas células foram
continuamente usadas em diversos estudos, tais gardeea do cancro, SIDA, efeitos da radiacéo,
mapeamento genético e muito mais.

O AZT ou Zidovudina, € um farmaco utilizado comaiaral, inibidor de transcriptase reversa viral.
Indicado para tratamento da SIDA. Compreender osamemos da acg¢do do AZT, incluindo o
papel de regulacdo da apoptose, € essencial papeender os seus efeitos na célula.

Este trabalho teve o objectivo de avaliar a cdicidade do AZT, em células Hela, tendo sido
avaliada por duas metodologias: 1) Avaliacdo Mdiida da Apoptose e Il) Avaliacdo da
Libertacdo de LDH.

Foram analisados os efeitos do AZT em células HeLaorfologia celular através de técnicas de
microscopia de fluorescéncia. Os resultados revelamefeito inibitério do AZT, dependente da
concentracao e tempo de exposi¢do, no crescimeriabilidade das células Hela, confirmando a
susceptibilidade ao AZT (Zidovudina). O efeito d&TA na morfologia de células Hela, foi
visualizado por microscopia de fluorescéncia, natag@nte por avaliagdo da cromatina, e
fragmentacdo do nucleo e formacao de projeccodsrmma de bolha na membrana celular.

Foi possivel observar células apoptéticas, que atar@n em numero com 0 aumento da
concentracao e tempo de exposi¢ao ao AZT. Por tadm observou-se o aumento da Libertagéo de

LDH com o aumento da concentracdo de AZT, embarassgnificado estatistico.
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Abstract:

In the present work, we describe the effects of AZTrug used in the AIDS therapy, although it
may cause secondary effects, namely myopathy. Bkeogh the wide therapeutic use, the
molecular mechanisms of AZT action are still unclea

Since mitochondria is one of the major targetsitbéient drugs, the study of mitochondrial function
may contribute to clarify the effects and second#rgnges mediated by AZT, in order to achieve a
better understanding of its multiple effects oriedént cell types.

HelLa cells were obtained from tissue of Mrs. Heattai Lacks, whom suffered from cervical cancer
and was followed at Johns Hopkins Hospital. Sinee death, her cells have been used for many
studies, such as in cancer, AIDS, radiation effeyggae mapping and many more.

AZT, or Zidovudin, is an antiviral drug, which irdiis reverse transcriptase, indicated for treatment
of AIDS. The understanding of AZT mechanisms ofiacts essential to the clarification of its
effects at the cell level.

The present work aimed to evaluate the cell toxigitduced by AZT, in HelLa cells, by two
methodological approaches: 1) Morphologic evaluat@f apoptosis and IlI) Evaluation of LDH
release.

The effects of AZT in HelLa cells morphology werealised by fluorescent microscopy techniques.
The results show an inhibitory effect, concentratiand incubation time-dependent, in the cell
viability and proliferation, confirming the suscagility to AZT.

The AZT effect on the HelLa cells morphology wasuaiized by fluorescent microscopy, namely by
evaluation of chromatin condensation, nuclei fragtagon and formation of membrane bleebing.

It was possible to observe apoptotic cells, whicbreased in number, with the increasing of
concentration and time of exposure. Additionally H.Drealease was increased with higher

concentrations, although it was not statisticaliyndicant.
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Objectivos de trabalho:

O objectivo deste trabalho foi realizado e culminesta Dissertacao:

1. Avaliar os efeitos citotoxicos e morfologicos doR&m células HelLa: relacdo concentragédo

/ tempo de exposicdo — resposta;

2. Caracterizacdo da morte celular por apoptose a&tralé técnicas de microscopia de

fluorescéncia (Hoechst 33258).
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Capitulo 1

1. Introducao
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1. Introducéo:

1.1. A Célula:

A célula é a unidade basica da vi@fgura 1). E a unidade estrutural e funcional de todos assse
vivos. Os organismos multiplicam-se, reproduzenmssedo estes processos efectuados através das
células. A forma de vida mais simples que é capgrdduzir cOpias de si mesma, € a célula.

As células foram descobertas em 1665 por Roberkéjoao examinar |aminas de cortica num
microscopico rundimentar. Hooke observou cavidaddiedricas, as quais chamou células (do latim
cella, pequena cavidade). Na prética observou paredegldis vegetais mortas. As células séo
limitadas por uma membrana celular (citoplasmaticad seu interior contém uma solucdo aquosa, 0
citoplasma. No citoplasma encontram-se dispersamirmsas estruturas designadas no seu conjunto
por organelos.

Constituicdo da célula

Figura 1. A célula Animal

[Fonte: http://clientes.netvisao.ptlgeml/Imagens%20e%20Animacoes.htm

As células podem ser divididas em dois grandesogrugponsoante possuem ou ndo uma estrutura
designadas por nucleo. De acordo com esta divesios as células: procaridticas e eucaridticas
(Figura 2). As células procaridticas sao relativamente simftemparativamente as eucaritticas) e

s8o as que se encontram nas bactérias e cian&#&asorganismos constituidos por uma sé célula.
As células eucarioticas podem ser encontradas ess saicelulares e pluricelulares. Sdo células

complexas que se encontram nos animais e plantas.

lemnbrana nuclear
isosomas -
NUCLEO

Membrana extena Mitocondrias
1. Pared celular

2. Capsula MEMBRANA
3. Membrana
plasmatica
4. Regin nucieaide
5. Ribosomas

Vacuolas Cromatina

Reticulo
E. Rugoso

— 6. Pilozidad

A. de Golgi

Microfilamentos

i g
Rihosomas s : Microtibulos

Figura 2. A célula procariética e eucariotica

[Fonte: _http://citologiaturmal08.blogspot.com/2Ad7principal-caracteristica-da-clula.htmiand

http://html.rincondelvago.com/teoria-celular_2.Html
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1.2. Células HelLa:

Henrietta Lacks (Roanoke, 18 de Agosto de 1920 -#irBare, 4 de Outubro de 1951), foi a
doadora involuntaria de uma cultura de célulase@sas, mais conhecidas por células HelLa, muito
utilizada em pesquisas médicas. As células Helanfarultivadas quando a senhora Lacks recebia
tratamento a um cancro do colo do Utero no Hosgitdins Hopkins. O seu cancro produzia
normalmente metastases rapidas, mais que qualgtrertmpo de cancro conhecido pelos médicos.
Apbs o bbito de Henrietta Lacks, as células coafiamn a ser cultivadas para o estudo de sua
longevidade, sendo distribuidas por varios labaéem todo o mundo. Jonas Salk utilizou as
células para produzir uma vacina contra a polidteieForam utilizadas em experiéncias sobre
gravidade zero. Neste meio século, desde a su& nasrtsuas células foram continuamente usadas
em experiéncias e pesquisas contra o candidA Sefeitos da radiagdo, mapeamento genético e
muito mais. Calcula-se que a quantidade de céknegentes nos laboratérios de todo o mundo
supere o numero de células da senhora Lacks emA&deélulas HeLa sdo chamadas de imortais
por se dividirem num namero ilimitado, desde quentidas em condi¢cBes ideais de laboratério.
Atribui-se isso ao facto dessas células terem wTmgéo activa da enzima Telomerase, implicada no
processo de morte das células e no niumero de wemesima célula pode ser dividida. Talvez
algumas linhagens tenham sido contaminadas poasoutlulas, mas todas provém da amostra
retirada do tumor da senhora Lacks. Elas sdo adHis, até hoje, nos laboratoérios a nivel mundial,
em frascos de plastico contendo soro bovino. Mégale trabalhos cientificos foram realizados com

essas célulagLandecker, Hannah; Brodwin, Paul E, 2000

1.3. Cultura de Células HelLa:

A cultura de célulagFigura 3) € o método de células de ciéncias biologicas pedquisa clinica,
bem como em muitas &reas da engenharia biotecoalégbiomédica. Normalmente, as células de
mamiferos séo cultivadas numa reserva de nutriemefsascos de cultura de plastico ou em placas
de vérios pocos, que sao colocados numa incubad®réancada. A incubadora mantém as
condicdes fisiologicas necesséarias para o crestimea células, como esterilidade, temperatura
ambiente e pH. O cultivo celular é confiavel e édesna maioria das experiéncias de cultura de
células. No entanto, tem limitacbes quando os peme dindmicos das células tém que ser
investigados. As células podem ser retiradas dabadora para uma breve observacdo e depois
voltam para a incubadora até a proxima observap@s, isto ndo permite a monitorizacdo em
continuo dos processos celularéSarunas Petronis, Michael Stangegaard, Claus Bo ge
Christensen, and Martin Dufva, 2006)

18
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Figura 3. Cultura de Células HeLa
[Fonte:http://www.scielo.br/scielo.php?script=scttext&pid=S003489101998000200008&Ing=pt
&nrm=iso&useriD=-2]

Distinguem-se trés tipos principais de cultura legluprimarias, secundarias e de linhagens
estabelecidas.

Um cultivo primario é obtido directamente dos tesidregetais ou animais. O tecido é separado em
condicdes assépticas, seccionado em fragmentosmesxje € obtida uma suspensao de células livres
tratando-o com tripsina ou com quelantes de cakiseguir, as células livres sdo submersas em
cultivo apropriado. Diferentemente das bactériascélulas ndo sdo capazes de se reproduzir no
meio liquido, porque necessitam de um suporte adkgem geral o vidro ou plastico de uma placa
de Petri, ocasionalmente coberto por materialgtodas matrizes extra celulares.

Um cultivo secundario é obtido pela tripsina deautivo primario noutra placa de Petri. Apesar da
crenca inicial de que as células normais seriamzegpde crescer e se dividir indefinidamente em
cultivos, estas ndo sobrevivem por muitas geragfes fim de varios subcultivos, tendem a deixar
de se dividirem e morrem. Por exemplo, os fibrdbgmbrionarios humano possuem um namero
fixo de divisbes mitdticas — aproximadamente 50epais das quais envelhecem e morrem. Se 0s
fibroblastos forem provenientes de um adulto, oenande divisbes possiveis € ainda menor.

Os cultivos de linhagens celulares estabelecidasdsd uso corrente. Neles, as células foram
adaptadas a um crescimento prolongamfo Vitro”, geralmente por uma transformagdo do tipo
tumoral. Entre as mais conhecidas, encontram-sélaks HelLa, obtidas de um carcinoma cervical
humano, os fibroblastos 3T3 do rato, os fibrobed®&K do rim dohamsterrecém-nascido, os
mioblastos L de rata ou as células CHO do ovaricatie As linhagens celulares estabelecidas tém
caracteristicas distintas: crescem de forma maMemcla, necessitam de menor concentracdo de
soro sanguineo e em geral sédo heteropléides, aucsejimero de cromossomos varia de uma célula
para outra. Apesar destas anomalias, sdo muitas admo modelo para o estudo do cancro e de

varios processos bioquimicos e estruturais.
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1.3.1. Condicdes da Cultura de Células Hel a:

Para a observacdo continua em tempo real das sséulmcubadora tem de s€Figura 4) (i)
ampliada para a acomodar todos os instrumentosbden@mcdo, bem como o operador, (ii)
modificado para incluir o instrumento de observagéte fornecer o instrumento do controlo para o
operador no exterior, ou (iii) reduzido para catbentro do instrumento, por exemplo, no palco de
um microscopio. Além disso, para permitir ao operacespira normalmente, a atmosfera ndo é
enriquecida em CQ o que requer meios especiais de cultura celylgoganto, limita o tipo de
células que podem ser investigadas. Além dissopavador trabalha com a incubadora e pode
contaminar culturas de células. Juntando os insntms de investigacdo do microscopio, pela
incubadora é menos onerosa e proporciona melharilelstde. No entanto, neste caso, a
acessibilidade fisica ao instrumento é signifiGatiente reduzida, por isso tem que ser equipado
com controlo remoto e ferramentas de manipulacd@ubladoras de cultura de células
miniaturizadas, ndo sé permitem o crescimento ésereacdo em linha de células directamente
sobre o microscépio Optico, mas também fornecena tadlista de beneficios intrinsecos de
microsistemas, incluindo o baixo consumo de eneegi@agentes, bem como de resposta rapida
devido a pequena massa e volume dos dispositiiém Aisso, este tipo de instalacdo proporciona
oportunidades para funcionamento em paralelo paaatise de alto rendimento e integracdo de
multiplos sensores para a monitorizacdo de paré@metmbientais. Finalmente, os microsistemas
podem ser concebidos como de uso Unico descartdgeldo ao baixo custo, que sdo uma
consequéncia de pequena quantidade de matéria-grig@ potencial de producdo em massa,
utilizando um lote de fabricagdo-tip{Fiorini, G.S. and D.T. Chiu., 2005) As oportunidades
oferecidas pelas tecnologias de microfabricagdaceoftuidica na concepcao de sistemas de cultura
de células miniaturizadas e exploradas por pesdpriea.(Park, T.H. and M.L. Shuler., 2003)O
desenvolvimento de cultura de pequenas células @mara destinada ao estudo da célula
relacionado com fendmenos biologic¢®rokop, A., Z. Prokop, D. Schaffer, E. Kozlov, J.
Wikswo, D. Cliffel, and F. Baudenbacher., 2004, Wakmoto, Y., I. Inoue, H. Moriguchi, and K.
Yasuda., 2001)

Figura 40 Microscoépio Optico, a Camara de Fluxo Laminaraelncubadora

[Fonte: www.icb.usp.br/~rgjaeger/images/Fluxo, jpgvw.reoterm.com.br/.../co2cell.jpg

and bp0.blogger.com/.../s320/microscopio_m3.jpg]
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1.4. A Mitocondria:

1.4.1.Descricao Geral e Estrutura das Mitocondrias:

A mitocbndria é um dos organelos celulares maitaptes, visto que a sua fungéo é vital para a
célula. E neste organelo que ocorre a respirag@biaa, fornecendo substratos energéticos (como o
ATP) para as diversas vias metabdlicas intraces(afilarinho et al., 2008) a sua participacéo na
sinalizacdo celular, particularmente no processandete celular por apoptose é também muito
importante(Simons et al., 1999As mitocéndrias possuem duas membranas — umanaxéeuma
interna — que originam dois compartimentos, o espatermembranar e a matriz mitocondrial.
(Figura 5)

Espago intermembranar

Membrana

. Membrana
interna

= crista
l mitocondrial

Matriz

Figura 5. Mitocondria.

[Fonte: http://calazawsms.pt/cn/images/Imagens_celulajhtm

A disfuncdo mitocondrial (Figura 6) estd subjacente ndo s6 a VArios mecanismos
neurodegenerativos, tais como, os envolvidos nasg@s de Parkinson, Huntington e Alzheimer,
como também as denominadas doencas mitocondrigisntacées do ADN mitocondrial, quer
sejam herdadas ou adquiridas, comprometem o fuatiento da cadeia respiratéria. Por seu lado,
estas alteracbes conduzem ao decréscimo da prodecAdP, & formacdo de radicais livres e a
alteracdes da homeostase dd*Qmlular. Estes eventos podem iniciar a peroxidatiédDN, de
proteinas e de lipidos mitocondriais, bem como Zivda permeabilidade transitéria mitocondrial
(PTM), um processo envolvido na regulacdo da mmetelar, quer por apoptose quer por necrose,
na defesa da célula e nos mecanismos de regulasamdcentracdes intracelulares dé&" Cassim,
muitos farmacos sdo especificamente desenhadosaftarar as funcées mitocondriais, enquanto
outros tém como alvo primario diversas localizagédalares, podendo modificar secundariamente
as funcdes mitocondriai€Szewczyk & Wojtczak, 2002)
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DISFUNGADQ MITOCONDRIAL

Trensicao da
lidade
“%ﬁfﬂuﬂiu Membana
{TPM) Citocromo ¢ @ mitocaridrial

Figura Bescri¢doda Disfuncédo Mitocondrial.

[Fonte:http://www.sistemanervoso.com/pagina.phpgsel 1&materia_id=216&materiaverF1l

1.4.2.Funcdes das Mitocondrias:

A funcdo principal das mitocéndrias é gerar ATAnodoi anteriormente mencionado, na presenca
de Q, através da descarboxilagdo oxidativa, do cicloKdebs e da fosforilagcdo oxidativa, a
mitocondria translada o ADP para formar ATP, a giedepositada nas ligagbes quimicas dos
alimentos(De Robertis (Jr.), 2001) (Figura 7)

RS -
M " Espaco intermembranar

Figura Representacédo Grafica da Mitocondria

[Fonte:http://otaodabiologia.wordpress.com/2008/10/31/sHrs@0-hibernam-ii-o-desperthr/

A cadeia respiratoria mitocondrial € composta paeatp complexos enzimaticos designados por
NADH-UQ reductase (NADH-ubiquinona oxidoreductaseNMADH desidrogenase) (Complexo 1),
succinato-UQ redutase (Complexo 1), ubiquinol-citomo ¢ redutase (ou ubiquinol-citocronmo
oxidoredutase) (Complexo Ill) e citocromo c¢ oxidag®mplexo IV). Os dinuclettidos de
nicotinamida adenina (NADH) e de flavina adeninAQH,) fornecem, ap6s oxidagéo, os electrdes
para os Complexos | e Il da cadeia respiratorispaetivamente. A ubiquinona (ou coenzima Q)
(UQ) transfere os electrdes entre estes dois Cowwple 0 Complexo 1l e, por dltimo, o, @ceita os
electrées do Complexo IV. As mitocdndrias produzeni através da associacdo entre o gradiente
de protdes, gerado pela respiracéo, e a fosfooleg#@ativa do ADP pelagFATPase (ATP sintase

ou Complexo V)(Lee & Wei, 2000) (Figura 7)
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1.4.3.MitocOndria na Apoptose:

As mitocondrias desempenham um papel reguladanicag¢éo da apoptose e/ou da necrose, tendo-
se verificado que muitos compostos induzem esfess tde morte celular através de vias que
envolvem a mitocondria, nomeadamente, atravésdigc@o da PTM. A morte celular programada
ou apoptose € um processo comum nos organismoscetulres que conduz a eliminagdo de
células quando a sua funcéo biologica natural temiou quando as células se encontram
danificadas ou mutadas, a sua existéncia poderisenperigosa para o organisnterr et al.,
1972) Trata-se, assim, de um programa natural de meftdac activado para eliminar as células
danificadas, mutadas ou envelhecid&avagnan et al., 2002As mitocéndrias, para além da sua
funcado na producao da energia para a célula, desgram também um papel central na apoptose.
Genericamente, duas vias interdependentes podemuziona apoptose(Hengartner, 2000;
Kaufmann & Earshaw, 2000) Uma delas inicia-se pela ligagcdo dos, designadmeptores de
morte a superficie da célula, enquanto a outraleea mitocondria(Petit et al., 1997; Green &
Reed, 1998; Susin et al., 1998; Kroemer, 1999; Dgsa&r & Martinou, 2000) (Figura 8)

Este, na presenca de ATP ou dATP, forma um compiero o apaf-1gpoptosis activating factor

1) e a pré-caspase 9. A formacao deste complexmgrdek porapoptossomecliva a pré-caspase 9
com libertagdo da caspase 9 activa que cliva esaatpro-caspase 3. Por sua vez, a caspase 3 activa
induz a clivagem proteolitica de uma série de pnatee na membrana plasmética, responsaveis pela
morfologia caracteristica da apoptofeau et al., 1996; Kluck et al., 1997; Li et al., 297; Li &
Yuan, 1999)Alguns inibidores, como os inibidores das proteggagptoticas (IAPs), NIAP e XIAP,
impedem a activacdo da caspase 3 e, consequenteeroptoseO citocromo cdesencadeia,
assim, no citossol uma cascata de eventos que zamda activacdo de proteases intracelulares da
familia das caspasd&arnshaw et al., 1999)e, eventualmente, a uma auto-digestdo parcial da
célula. (Bossy-Wetzel &Green, 1999)Adicionalmente, libertam-se precursores inactivas d
caspase$Susin et al., 1999a; Samali et al., 1998)a proteina de choque térmico de 10 Kda (Hsp
10), que favorece a activacdo do apoptossdBamali et al., 1998)Por outro lado, libertam-se
também o factor indutor da apoptose (ASusin et al., 1999b; Daugas et al2000) e a
endonuclease G (Endo @GJan Loo et al., 2001)gue medeiam a clivagem do ADN durante a morte
celular independente de caspases. A Smac/DIABRO et al., 2000; Verhagen et al., 200® a
Omi/HtrA2 (Van Loo et al., 2002)encontram-se também no espaco intermembranar eram s
libertadas para o citossol asseguram a inactivdgdanibidores das proteinas apoptéticas (IAPS).
(Figura 8)

De acordo com alguns autor@carlett & Murphy, 1997; Vander Heiden et al., 199; Petit et al.,
1998) a libertagdo deitocromo cé precedida por um intumescimento mitocondrial cueduz a

ruptura da membrana externa. Mais recentementesitkmindicado que oitocromo cé libertado da

23




AZT — Molécula de Morte e Sobrevivéncia Celular

mitocdndria por mecanismos que preservam a integeidla membrana exterrfdurgensmeier et
al., 1998; Doran & Halestrap, 2000A PTM e a proteina pré-apoptotica Bdarzo et al., 1998b;
Crompton et al., 1999)desempenham neste processo um papel decisivorofemas da familia
Bcl-2 sdo importantes na regulacdo da morte celglaer promovendo (Bax, Bak, Bcl-x-s) quer

inibindo (Bcl-2, Bcl-x-I, Bcl-w) a apoptose.

__——— Apoptotic Death
- i

Effector Caspase B
Caspases Caspase 7 "Caspase 8
Caspase 3 *
i "
IPro-Caspase 3~ BD . Bax BAK
AP
4 IAF APE2
Caspase 9 API3
Laspase 9
t &
/ Pro-Caspase 9. paf-1 'Smac/Diable
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ey
I EF |Pro-Caspase 9 Apafi¢s .
l { ATP ©

". Porin/ Benzodiazapine
\ VDAC Receptor

\_ f BofxLf _Belxl
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Bol2® doiz'

Solutec
1500 Da

Figura & Via Mitocondrial de Morte Celular.
[Fonte: http://kugi.kribb.relKUGI/Pathways/BioCarta/h _mitochondriaPathviay/

1.5. Apoptose:

1.5.1.Caracteristicas da Apoptose:

O termo apoptosérigura 9), utilizado pela primeira vez em 1972, por KerroéaboradoregKerr

et al., 1972) diz respeito a mecanismo activo de morte cehjl@r se caracteriza morfologicamente
por uma diminuicdo do volume celular, condensagapoe vezes, fragmentacdo da cromatina e,
ainda, exposicao de residuos de fosfatidilserinmo@ocamada externa da membrana cel(Karr

et al., 1972)E de realcar que neste processo de morte celulategridade dos organitos e
membrana celulares € inicialmente preservada. Nasgamais tardia do processo de morte, a célula
fragmenta-se em vesiculas de membrana plasmatitencio o contetdo celular, designados por
corpos apoptoticos. Estes corpos apoptéticos sdidaraente eliminados por fagocitose, o que
impede a ocorréncia de um processo inflamatérisneaguentemente possibilita a sobrevivéncia das
restantes céluladn vitro, as células apoptéticas podem eventualmente perdetegridade da

membrana plasmatica e tornarem-se necréticas @esezundaria).
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Figura 9.Apoptose

[Fonte: http://maisbiogeoloblagspot.com/2008 11 01 archive.html

1.5.2. Mecanismos Moleculares de Activacédo da Apspt

Contudo, actualmente sabe se que o mitocondrio @ familia de proteases, designadas por
caspases, desempenham um papel extremamente inmtparéste processo de morte celular. Perante
um estimulo apoptotico, a activacdo das caspasksgpocorrer através de duas vias apoptoéticas: a
Via Intrinseca (ou Via Mitocondrial) e a Via Extsigra (ou Via dos Receptores de MortEjgura

10)

A Via Apoptética Extrinseca ou Via dos ReceptoresMbrte € activada ap6s a ligagdo de um
ligando, tal como o Fas, o TNFFeu o TRAIL, a membros de uma superfamilia de riecep TNF-

a, 0S quais sdo designados por receptores de reatie entre 0s quais se destacam o receptor Fas,
também designado por CD95, o receptor 1 Ti\Fes receptores TRAIL.

Estes receptores celulares sdo receptores transamamés que contém um dominio intracelular
designado por dominio de morte (DD, do ingldsath domaip Uma das moléculas adaptadoras
mais bem conhecida é a FADD, a qual possui um Dbpgqale interagir directamente com o DD do
receptor de morte ou, indirectamente, através da owotra molécula adaptadora designada por
TRADD, a FADD possui ainda um outro dominio de iatgdo com proteinas, o dominio efector de
morte (DED, do inglégeath-effector domajn

Assim, o dominio DED da FADD interage com o domibieD da pro-caspase-8, formando-se um
complexo multiproteico intracelular designado pemplexo de sinalizag&o indutor de morte (DISC,
do inglésdeath-inducing signaling complexAs células podem ser classificadas em tipo tifll,
consoante a quantidade de caspase-8 que se fommzeado DISC(Scaffidi et al., 1998; Schmitz

et al.,, 1999)Nas células tipo I, esta quantidade € elevada, pal a caspase-8 vai activar
directamente as caspases executoras, nomeadanoaisigase-3.

Pelo contrario, nas células tipo Il, a quantidadecaspase-8 formada ao nivel do DISC é pequena,

ndo sendo suficiente para activar directamentagsases efectoras.
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(Guido Kroemer, Lorenzo Galluzzi, and CatherinerBier, 2007)

Deste modo, neste tipo de células, a caspase® Bli, gerando a Bidt, a qual vai activar a via
apoptotica mitocondrial e, consequentemente, agspase-3Higura 11), tal como referido atras,

constituindo esta via um sistema de amplificacasinal de morte.

A Yl”ﬁ Fas/Apo-1/C095

£ 51; Fac
—§ID = 5§ § [L— Dg;n:
/ = B) -
7 # 4 S .
.,. |
/ wd
/.- L= . L | ~L
I e Citocromoe > - | -
[ « [\
\ £ A< v
\ o - -
| e e .

Substros apoptiticos

Figura 1\¥ia Apoptotica Extrinseca

[Fontéttp://www.metrocamp.com.br/pesquisa/artigo.phpGes?]

A Via Apoptotica Intrinseca ou Via Mitocondrial éstctualmente bem estabelecida que o
mitocondrio, além de produzir a maior parte de gaenetabdlica necessaria para que a célula possa
desempenhar as suas fungbes, desempenha, tambérpapeh extremamente importante na
integracdo de vias de sinalizacdo celular, incluiad envolvidas no mecanismo de morte celular
apoptético. Os factores apoptogénicos libertadgsréir do espaco intermembranar mitocondrial
para o citossol, apds permeabilizacdo da membpaeana mitocondrial, incluem citocromo c¢,0
segundo activador de caspases de origem mitoct/pdrtaina de ligacdo directa ao IAP com baixo
p! (SMAC/DIABLO , do inglés,second mitochondria-derived activator of caspaseszt IAP
binding protein with low gl aOmi/HtrA2 , o factor indutor da apoptose (AlF, do ingésoptosis-
inducing factoy e a endonuclease &r{do G). (Figura 12)
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Nas células normais, @tocromo cencontra-se presente no espaco intermembranacamdoal,
fazendo parte da cadeia respiratéria mitocondsiade é responsavel pelo transporte de electrdes do

complexo Il para o complexo IV.
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ighra 12. Via Apoptética Intrinseca
[Fonte:_http://www.scielo.br/scielo.php?script=scitext&pid=S1516-84842005000200412

Apos um estimulo apoptético, em que ocorre perrfizabiio da membrana externa mitocondrial, o
citocromo cé libertado para o citosol, ligando-se ao Apadid iglésapoptotic protease activating
factor-1). Esta ligacdo aumenta a afinidade do dATP e/o&,Ad qual liga ao Apaf-1, induzindo
modificagcbes conformacionais na proteina que ca@mua sua oligomerizagdo num heptamero e a
exposi¢do do seu dominio CARD. A exposicdo destaimio resulta no recrutamento da pro-
caspase-9, a qual possui igualmente um dominio CAREavés do qual se liga ao Apaf-1,
originando, desta forma, um complexo macromolecd&gsignado por apoptossong&igura 13)
Consequentemente, a caspase-9 é activada indsupovez, activar as caspases executoras do
programa de morte celular, nomeadamente a caspase-&lulas contém inibidores naturais das
caspases, as quais sao designadas por proteimadsiias da apoptose (IPAs, do ingiékibitors of

apoptosis proteins
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Figul3.Libertagdo de proteinas IMS.

(Guido Kroemer, LorerZalluzzi, and Catherine Brenner, 2007)

As caspases constituem uma familia de proteasesdeptes de cisteina, que clivam as proteinas a
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seguir aos residuos de aspartato. Estas protéasaintetizadas como pro-enzimas que apresentam
uma actividade intrinseca muito baixa, necessitatloser activadas de forma exercer a sua
actividade catalitica. Consoante a sua ordem deagéib, as caspases podem ser classificadas em
caspases iniciadoras (caspases -2, 8, 9 e 10pasessefectoras (caspases -3, 6 e 7). As caspases
iniciadoras possuem um grande dominio N-terminal @pntém motivos de interaccdo homotipicos,
como o dominio de recrutamento de caspases (CARIngiéscaspase-recuitment domaiou o
dominio efector de morte (DED, do ingi#sath-effector domajnSegundo este modelo, as caspases
iniciadores que se encontram sob a forma de mom&neom uma actividade mininf®enatus et

al., 2001) séo recrutadas para as chamadas plataformasidacéo, onde atingem uma elevada
concentracdo, iniciando-se, desta forma, um process dimerizacdo que as torna activas.
(Boatright et al., 2003; Riedl e Salvesen, 2000 apoptossoma, constituido pelo Apaf-1 e pelo
citocromo c, € responsavel pela activagdo da pspase-9. A caspase-8 e a caspase-10 séo
recrutadas e activadas numa outra plataforma deaeéb, designada por complexo de sinalizagéao
indutor de morte (DISC, do ingl@&gath-inducting signaling complex

As caspases efectoras, sintetizadas sob a formmadiéga simples, sofrem clivagem do dominio N-
terminal e dimerizam, existindo constitutivamendecglula, como um homodimero inactivo.

As caspases efectoras, uma vez activadas, saoms@sgds pela clivagem proteoliticas de uma série

de proteinas conduzindo a alteragdes morfologidaisguimicas das caracteristicas das apoptoses.

(Figura 14)

II“*H!Iﬁ j

.

Figura 14.Caspases Iniciadoras e Caspases Efectoras

[Fonte:http://www.uku.fi/neuro/56the.htm

1.5.3.Apoptose e as Doencas:

A apoptose € parte integrante em inUmeros procefiaise alteracdes nos genes responsaveis pela
autodestruicdo podem ser desastrosas, ja que gualtptirbio na sua regulacdo pode causar uma
variedade de doencas. Se o distlrbio conduzir écéal da morte celular programada surge uma

apoptose excessiva ou aumentada, caracteristi€&Dde doencas neurodegenerativas (doenca de
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Alzheimer e doenca de Parkinson) lesdes isquéntiegstites virais, lesdes hepéticas associadas ao
alcool e induzidas por toxinas, entre out(dsidrew G. Renehan, Catherine Booth, Christopher

S. Potten, 2001)

Relativamente a doenca de Alzheimer cré-se questtga associada a apoptose excessiva, pois 0s
neurénios morrem precocemente, 0 que resulta erérd@anprogressiva e irreversivel, por perda da
cognicdo e da memdérigDavis H. Cribbs, Wayne W. Poon, Robert A. Rissmamand Mathew
blurton-Jones (2004), Shimohama S. et al., 2000)

Nas lesGes isquémicas, tais como, enfarte do ndimc& acidente vascular cerebral o bloqueio
sanguineo leva a necrose das células dependentesaafectado, cujo contetdo tdxico conduz as
células vizinhas a apoptosgAndrew G. Renehan, Catherine Booth, Christopher SPotten,
2001)

A presencga de corpos apoptoticos em espécime®psidihepatica de portadores de hepatites virais
€ achada comum e ilustra a participacdo da apogms® mecanismo de morte celular nessas
infecgbes. A via do sistema Fas da apoptose teendddumentada como um dos mecanismos de
citotoxicidade pelos quais os linfocitos T citotbs induzem a morte dos hepatdcitos nas hepatites
virais. Para assegurar o sucesso dessa funcam,quistmuitos virus desenvolvem estratégias anti-
apoptéticas, produzindo proteinas capazes devaacip53 ou estimular maior expressao do Bcl-2,
os linfécitos T citotoxicos dispdem de diferentescanismos capazes de levar a morte celular por
apoptose, incluindo o sistema F@&m H., Lee H., Yun Y., 1998)

A apoptose € um mecanismo importante nas les@dlsied induzidas pelo alcool. Os hepatdécitos de
pacientes com lesdo hepatica pelo alcool apreseaxpmessdo aumentada de Fas ligando, o que
propicia que essas células possam induzir a martdabatdcitos vizinhos pela expressédo de
receptores-FagPatel T. et al., 2000)

Na SIDA, a indugdo da apoptose em células sasilsonpara a deficiéncia do sistema imunitério
que caracteriza a doenca. O virus da SIDA (HIVgdtd basicamente os linfocitos T auxiliares,
usando como porta de entrada a proteina de supeiid, reconhecida pela proteina virica gpl20.
Os doentes com SIDA perdem grande parte dos lwo&clT CD4 por apoptosé€Miura Y.,
Koyanagi Y., 2005)

O cancro é uma doenca que envolve tanto a prajfieraxcessiva de células como uma deficiéncia
na morte programada. Quando uma mutagdo paregarérel, a célula afectada suicida-se; caso
contrario ela podera viver bastante para acumulatagbes, o que a torna capaz de se dividir
descontroladamente. Em muitos tumores, os comgggicelulares desactivam o gene que codifica a
proteina p53, que leva a activacdo da maquinaoptéfica da célula quando o DNA é danificado.
Em mais de metade de todos os tumores solidosirida o pulmonar, do célon e da mama, houve
perda da proteina p58Nyllie A.H., Bellamy C.O., Bubb V.J., Clarke A.R., Corbert S., Curtis

L., 1999)
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1.5.4.Potenciais Tratamentos:

A modulagdo dos processos apoptoticos € um imgertagtodo de tratamento de varias doencas.
Existem muitas drogas (anti-inflamatérios ndo éstiess) que actuam alterando os niveis de
apoptose, como por exemplo, as drogas citotoxicasogramas de radioterapia que induzem a
apoptose em células tumorais. Contudo, estas s&sré@inbém induzem a apoptose noutras células
normais, como as da medula dssea e das mucosas iataktinal, pelo que a dosagem tem de ser
limitada. Estudos futuros permitirdo descobrir reoweetodos terapéuticos para doencas associadas a
apoptose(Wyllie A.H., Bellamy C.O., Bubb V.J., Clarke A.R.,Corbert S., Curtis L., 1999)

1.6. AZT:

Este trabalho apresenta uma defesa antiviral. Eserdvolvimento e o uso de farmacos antivirais
capazes de prevenir uma infec¢cdo ou de combatiénia vez comecada. Entretanto, apesar de quase
50 anos de pesquisa, o arsenal de farmacos aistipeamanece pequer{glint et. al., 2000) e
apresenta graves restricdes de uso, tais comoidedegpectro de actividade, utilidade terapéutica
limitada e varios graus de toxicidag8imdes et. al., 1999a)

A seguranca € um dos parametros de grande imp@tdoclesenvolvimento de farmacos antivirais.
Os testes de toxicidade celular fornecem as prameénformacfes sobre a seguranga dos compostos
em teste. Muitas moléculas promissoras sdo dedaartago de inicio, devido a sua citotoxicidade.
Um composto antiviral deve ser mais toxico pargings do que para as céluléslint et. al., 2000)

Com o intuito de contribuir com a pesquisa de nagantes antivirais a partir de célula HelLa e
devido a Apoptose e do seu metabdlito majoritaiopitocondria, optou-se por este ultimo como

objecto desta dissertacéo, avaliando a citotoxigdin AZT.

1.6.1.Estrutura dos Virus:

Os virus sdo pequenos agentes infecciosos, questemndasicamente em 4cido nucléico (RNA ou
DNA) circundado por um Envoltorio proteico ou Calsi(Figura 15) O revestimento mais o cerne
de acido nucléico constituem o denominado nuclesidap. Além disso, alguns virus possuem um
envelope de lipoproteina, que pode conter lipopragvirais antigénica, bem como fosfolipidios do
hospedeiro adquiridos quando o nucleocapsidio Yrata através da membrana nuclear ou da
membrana plasmatica da célula hospedeira. Algums t@mbém contém enzimas que dao inicio a
replicacdo na célula do hospedeiro. Toda a paatiofécciosa é denominada Virion. Em diferentes

tipos de virus, o genoma pode consistir em filameaplo ou simplegChalland & Young, 1997)
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Figura 15. Diagrama esquematico dos componentes de uma pattia viral ou virion
[Fonte:http://quimicosclinicosxalapa04.spaces.gom/?_cll BlogPart pagedir=Next& cl11 Blog
Part_handle=cns!204AC1C68E772D5!1537& c11 BlogPdogPart=blogview& c=BlogPajt

1.6.2.Funcéo Viral e Histérica do Ciclo Biologico:

Os virus séo parasitas intracelulares que nao @wsstecanismo metabdlico proprio. Para a sua
replicacdo, devem fixar-se a uma célula viva dgbdsiro — animal, vegetal ou bacteriana -, nela
penetrar e utilizar os seus processos metabdlidsssitios de ligagdo do virus consistem em
polipeptidios do envelope ou capsidio. Os receptogecélula hospedeira, aos quais o virus se fixa,
consistem em componentes normais da membrana ptoeze de citocinas, neurotransmissores ou
hormonios, canais idnicos, glicoproteinas integsuta membrana, etc. Pabela 1fornece alguns
exemplos de receptores das células do hospeddimadas por determinados virus. No caso de
muitos virus, o complexo receptor-virus penetracéhlla através de endocitose mediada por
receptores. Durante esse processo, 0 envoltoridrds pode ser removido. (Alguns virus escapam
dessa via). Uma vez no interior da célula hospadeiracido nucléico do virus utiliza entdo o
mecanismo da célula para sintetizar acido nucléipooteinas e produzir novas particulas virais. A
replicacdo do virus exige a sintese de DNA ou RalAjntese de proteinas virais e glicosilagao.
(Rang H. P., MB BSMA D Phil FMedSCi FRS, M. M. DaleMB Bch PhD, J. M. Ritter MA D

Phil FRCP FMed SCi and P. K. Moore BSC PhD., 2004)

Tabela 1. Algumas estruturas das células do hospéde que podem actuar como receptores
para virus

Estrutura para célula do hospedeiro Virus

Glicoproteina CD4 nos linfocitos T H{Virus da SIDA)

auxiliares
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O receptor CCR5 das quimiocinas
MCP-1 e RANTES

\H(Virus da SIDA)

Receptor de quimiocina CXCR4

para citocina SDF-1

HIV (Virus da SIDA)

Receptor de acetilcolina no

Musculo esquelético

Virus da Raiva

Receptor do complemento
C3d de linfécitos B

Virus da Febre Glandular

Receptor de interleucina-2

nos linfécitos T

Virus da Leucemia
de Células T

Receptor beta-adrenérgicos

Virus da Diarreia Infantil

Moléculas MHC

Adenovirus que causam

Faringite; conjuntivite;
Virus da Leucemia de

Células T

U
1

HIV, Virus da Imunodeficiéncia Humana; AIDS, Sinth® de Imunodeficiéncia Adquirida; MCE
1, Proteina Quimioatraente de Mondcitos 1 (mono@ftemoattractant protein-1); RANTES,
Regulado por Activacdo, Expresso e Secretado plodaSéT Normais (regulated upon activation,
normal T cell expressed and secreted); SDF-1, fatg#avado de células do estroma-1 (stromal
cell-derived factor-1); MHC, complexo principal dstocompatibilidade
ObservacdoPara maiores detalhes sobre o complemento, ¢eimtéra-2, a glicoproteina CD4 nps

linfécitos T auxiliares, as moléculas de MHC, etc.

O Virion dos retrovirus contém uma transcriptasensa (DNA-polimerase RNA-dependente viral),
que efectua uma copia de DNA a partir do RNA viEsta copia de DNA ¢é integrada ao genoma da
célula hospedeira, sendo entdo denomimadavirus O DNA proé-viral é transcrito em novo RNA
gendmico e mRNA para traducdo em proteinas vi@ssvirus completos séo libertados muitos
podem replicar-se sem destruir as células do hegpedAlguns retrovirus de RNA podem
transformar células normais em células malignad\Dé um retrovirus de RNA.
A infecgdo pelo HIV, na verdade, existe dois vimesociados a SIDA — o HIV-1 e o HIV-2, leva ao
desenvolvimento da SIDA. O HIV-1 é responsavel pedaoria das infec¢cdes por HIV no mundo
inteiro, enquanto o HIV-2 ocorre em partes da Afécda india. Em 2001, foi estimado que cerca de
20 milhdes de pessoas faleceram de SIDA, com 300esl| HIV-positivos e 16.000 novos casos de
infeccdo diariamente. A epidemia concentra-se dedcavassaladora na Africa Subsaariana, onde
até 35% da populacdo adulta séo infectados pelo (Rlyura 16)
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Figura 16NUumeros mundiais de adultos e criancas infectadasm o HIV
[Fonte: http://evunix.uevora.pt/~sinsFdRABALHOS/2002/imuno02_HIV.htin

Para uma revisdo da patogenia da SIDA, a interadgddllV com o sistema imunolégico do
hospedeiro é complexa. O virus utiliza proteinaswgerficie das células do sistema imune para
penetrar nelas. As células do sistema imune possuequivalente de “emblemas especificos” que
as identificam. A proteina de superficie CCR5, guen emblema especifico nos macrofagos e nas
células dentriticas, constitui o receptor natuealfdquimiocinas, MCP-1 e RANTES.

No interior da célula, o HIV integra-se no DNA daoshbedeiro (a forma pro-viral) sofre transcricao e
produz novos virions quando a célula é activéieigura 17)

No individuo n&o-tratado, podem ser produzidasacele 16° novas particulas virais a cada dia.
Grande parte do HIV intracelular pode permanedenaioso por um longo periodo de tempo antes
de ser estimulado a entrar em actividade, quargasne de células T particular entra em contacto

com seu parceiro antigénico e comeca a proliferar.

Uneoslivg  Reverse usmecaptin

Figura 17. Diagrama esquematico da infecgdo da céuT CD4" por um virion HIV, com os
locais de accédo das duas principais classes de f@gtos e locais de possiveis farmacos novos.
[Fonte: http://evunix.uevora.pt/~sinogd&ABALHOS/2002/imuno02_HIV.hth

Sado produzidos anticorpos contra diversos comperetid HIV, porém é a accdo dos CTL (as

células T auxiliares CD4s&o importantes no desenvolvimento das céluladD¥ Cgue impede
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inicialmente a disseminacédo dos virus, principabmen destruir as células infectadas por HIV, mas
também ao libertar factores anti-HI\{§srant A. D., de Kock K. M., 2001)

Ocorre perda progressiva de células T auxiliared (Figura 17), 0 que constitui a caracteristica
que define a infec¢do por HIV. A razdo dessa peaidda ndo foi esclarecida; pode resultar de
destruicao pelos CTL, de lesao directa induzida pils, etc.

Existe uma consideravel variagdo na evolugcdo dagdgeporém a evolucdo clinica habitual na
infec¢@o por HIV néo tratada é apresentadBigara 18. Em geral, ocorre uma doenc¢a aguda inicial
semelhante a gripe, associada a um aumento no almeeparticulas virais no sangue, ampla
disseminacao pelos tecidos e invasdo do teciddidiefpelas particulas de Virion. Dentro de poucas

semanas, a Viremia é reduzida pela ac¢cdo dos @hfgrne descrita anteriormente.

Seroconversion Dyeath

| Acue Chronic phise ALl |
| phase o)

: )&// An\ el /
)

iﬂ\ viral doudd | \

A ey i 1 | it ' Ao =2
TR T 567 89100
Years

Figura 18. Resumo Esquematico &aolucdoda Infecgédo por HIV.
[Fontehttp://evunix.uevora.pt/~sinogas/ TRABALHOS/2002/mad2_HIV.htnj

A doenca aguda é seguida de um periodo assintanédticante o qual ocorre redug¢éo da Viremia,
acompanhada de replicacao silenciosa do virusimosiddos, associada a lesdo da arquitectura dos
linfonodos e perda dos linfocitos CD4 e das céldkstriticas. A laténcia clinica (duracdo mediana
de 10 anos) acaba quando a resposta imune fin&@rfaht, e aparecem os sinais e 0s sintomas da
SIDA - infecgbes oportunistas (por exemplo, gemeumocystis cariniiou pelo bacilo da
tuberculose), doencga neuroldgica (por exemplo,usé@d, paralisia, deméncia), depressao da medula
0ssea e canceres. As infec¢Bes gastrintestinaigcasdcontribuem para a acentuada perda de peso.
Além disso, podem ocorrer lesdo cardiovasculars@olaenal. No paciente ndo-tratado, a morte
geralmente sobrevém em 2 anos. O advento de coospsquemas de combinacdo de farmacos
mudou o progndstico nos paises onde podem ser gagu®(Rang H. P., MB BSMA D Phil
FMedSCi FRS, M. M. Dale MB Bch PhD, J. M. Ritter MA D Phil FRCP FMed SCi and P. K.
Moore BSC PhD., 2004)

1.6.3.Farmacos Antivirais:

Como os virus partilham muitos dos processos mitabdla célula hospedeira, é dificil encontrar
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farmacos que sejam selectivos para o patdégeno.viEpdaxistem algumas enzimas que sao
especificas do virus e que podem constituir ahaiengiais para farmacos. Os agentes antivirais
actualmente disponiveis sdo, em sua maioria, apefieszes durante a replicacdo do virus.
Inicialmente, trataremos dos agentes anti-HIV seguir, consideraremos outros agentes antivirais.
(Rang H. P., MB BSMA D Phil FMedSCi FRS, M. M. DaleMB Bch PhD, J. M. Ritter MA D

Phil FRCP FMed SCi and P. K. Moore BSC PhD., 2004)

1.6.4.Farmacos Anti-HIV:

Existem duas classes principais de farmacos aiMi-H$ inibidores da transcriptase reversa e 0s
inibidores da protease. Cada classe apresenta wanimmo de accdo diferen(ieigura 15), e sdo
utilizadas combinacbes na terapia do HIV/SIDA. @sbidores da transcriptase reversa sao
subdivididos em inibidores nucleosidios da trapsase reversa e inibidores ndo-nucleosidios da
transcriptase reversa. A terapia de combinagdonBeoida como terapia antiretroviral altamente
activa (HAART, highly active antiretroviral theragy Uma combinacdo de HAART tipica envolve
dois inibidores nucleosidios da transcriptase sajercom um inibidor ndo-nucleosideo da
transcriptase reserva ou um ou dois inibidoresroieease.

Com o uso do esquema HAART, a replicacdo do HI¥ildida, com reducéo da presenca do RNA
do HIV no plasma para niveis indetectaveis e pgaomento da sobrevivéncia do paciente. Todavia,
0 esquema é complexo e apresenta muitos efeitessady além disso, a adesdo no paciente a esse
tratamento € dificil, e sua administracdo podepsemanente, visto que o HI§Figura 19) ndo é
erradicado. No momento actual, ndo existe nenhesisténcia cruzada nos trés grupos de farmacos;
entretanto, € preciso ter em mente que o virusapt@ uma elevada taxa de mutacdo — de modo que
a resisténcia podera representar um problema noofufO HIV certamente ainda ndo se deu por
vencido).(H. P. Rang MB BSMA D Phil FMedSCi FRS, M. M. DaleMB Bch PhD, J. M. Ritter

MA D Phil FRCP FMed SCi and P. K. Moore BSC PhD., Q04)

COMO O HIV SE REPRODUZ

Nova particula
& HIV
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Figura 1#I1V (Virus da Imunodeficiéncia Virus)
[Fonte:http://www.bbc.co.uk/portuguese/especialgjgs1357_biologia_aids/5162124_06_anti_hiv_
drugs.]
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1.6.5.Inibidores Nucleosideos da Transcriptase Reversa:

1.65.1. Zidovudina:

A Zidovudina (Figura 20) € um anélogo da timidina. Pode prolongar a vida oholividuos
infectados por HIV e na deméncia moderada assoe@d#lV. Quando administrada a parturiente e,
a seguir, ao recém-nascido, pode reduzir a tras8mida mée para o recém-nascido em mais de
20%.

/L\C/CH.

ZIDOVUDINE (AZT) “’i“

Figura 20: AZT (Zidovudina)
[Fonte: httpww.scq.ubc.calviral-infectioh/

E administrada por via oral, duas vezes ao dia, taadém pode ser administrada por infusdo
intravenosa. A biodisponibilidade é de 60%-80%,@acentracdo plasmatica maxima é alcancada
em 30 minutos. A meia-vida € de uma hora, enquamteia-vida intracelular do trifosfato activo é
de trés horas. A concentragdo no liquido cefaloidi@no (LCR) atinge 65% dos niveis plasmaticos.
A maior parte do farmaco é metabolizada a glicaioninactivo no figado, e apenas 20% da forma
activa sdo excretados na urina.

Os efeitos indesejaveis normalmente sdo comuns @aréocia de anemia e neutropenia,
particularmente com administracdo a longo prazotrdSuefeitos indesejaveis consistem em
distUrbios gastrintestinais, parestesias, exantamania, febre, cefaleia, anormalidades da funcao
hepatica e, mais particularmente miopatia. Foi tambelatada a ocorréncia de confuséo, ansiedade,
depresséo e sindrome de tipo gripal. O uso pricfilao farmaco a curto prazo em individuos em
boa condicdo fisica, apds exposicdo especifica ias,vestd associado a efeitos indesejaveis
reversiveis e insignificantes. A resisténcia a aagdtiviral da zidovudina, em virtude de sua rapida
mutacdo, o virus constitui um alvo em constante angd, de modo que, a resposta terapéutica
diminui com uso prolongado, sobretudo na doengssthgio avancada. Outros factores responsaveis
pela perda de eficicia do farmaco consistem em maativacao da zidovudina na forma trifosfato e

aumento da carga viral decorrente de uma reducggimdoanismos imunolégicos.
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1.6.6.Efeitos Citotoxicos — AZT na Apoptose:

Os efeitos do AZT na viabilidade e morfologia catutém sido descritos em linhas primarias e
permanentes de adenocarcinoma de colo do Utero ejenor extensdo, em linhas permanentes de
outros tipos celulares. Varios estudos indicama@é&T induz a diminuicdo da viabilidade celular
de uma forma dependente da dose e do tempo deigipasoxina.

Em adicéo, o AZT também provoca alteracdes moricédy Ocorrem modificacées na forma celular
e reducdo do seu volume, perdendo-se a sua mdeatagacteristica. Efeitos sobre a membrana
celular, citosqueleto e ndcleo tém sido amplaméeseritos.

Os efeitos do AZT ao nivel nuclear reflectem-sersigimente na condensacdo da cromatina, logo,
observa-se a condensacdo da cromatina, a redugdutioe nuclear de adenocarcinoma de colo do
Utero. E a fragmentacéo do nucleo quando utilizadpesi¢cdes prolongadas ao AZT.

As alteragBes morfologicas descritas anteriormentenivel da membrana celular, citosqueleto e
nucleo tém sido atribuidas ao processo de morttacgirogramada por apoptogeladmark et al.,
1998) Com doses do AZT mais elevadas e /ou tempos desg&§p mais prolongados, alguns
estudos reportam para uma morte celular por necésaodo pelo qual o AZT provoca a morte
celular por apoptose ou necrose tem sido uma aredeqn chamado a aten¢do de varios grupos de
investigacdo. As mitocondrias desempenham um gajbielo na apoptose mediada pelo AZKerr

J.F., Wyllie A.H., Currie A.R., 1972)

E um facto que as mitocondrias sdo um organeldatrno desenvolvimento da apoptose celular,
apesar disso, observaram-se alteracdes morfologizess mitocondrias de linhas celulares
permanentes expostas ao AZT. O AZT tem capacidadmdsar uma rapida formacdo de espécies
reactivas de oxigénio (ROS) e a libertacdo de @ébotitocromo cmitocondrial para o citosol,
perdendo-se o potencial de membrana mitocondr@nsequente morte celular por apoptose. A
formacdo de ROS, a libertacdo de calcmtecromo cmitocondrial parecem ter um papel critico na
apoptose mediada pelo AZ{[Gerner C., Gotzmann J., Frohwein U., Schamberger C Ellinger

A., Sauermann G., 2002)

Simultamente, o AZT encontra-se envolvido na prdioozimoral, caracterizada pela proliferacdo
celular. No caso do AZT, a promocao tumoral ocdreedoses gque ndo provocam nenhum sinal de
citotoxicidade. Em oposicdo, a apoptose desenveke&r em resposta a doses de AZT mais
elevadas, com efeito citotoxico visivelToivola & Eriksson, 1999) Por outro lado, o stress
oxidativo, através da producao de ROS, torna-seimnpartante consequéncia da exposi¢do ao AZT
se d& a doses mais elevadas, é desencadeado wessproe morte, em detrimento da proliferagéo
celular e consequente promocé&o tumoral, apresessand AZT como uma toxina que provoca uma
resposta dualist§¢Tamura T., Sadakat N., Oda T., Muramatsu T., 2002)

37




AZT — Molécula de Morte e Sobrevivéncia Celular

Capitulo 2

2. Materiais e Métodos
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2.1 Materiais:

2.1.1. Meio de Cultura e reagentes:

Meio de Cultura: O meio de cultura (MCI) (Sigma) foi utilizado pgparmitir o crescimento e a
manutencdo das células, complementado com bicabone sbédio. A propor¢cdo de
meio/bicarbonato de sddio é previamente estabelgzEoa que o pH do meio permaneca entre 7,2 e
7,4. Estas condi¢cbes requerem o uso de uma es@d(atmosfera: 5% COe 95% de @), uma

vez que os frascos de cultura celular ndo séanetak herméticos. A regulacdo da concentragao de
CGO; na estufa é de extrema importancia quando o tamiiidado € o sistema Bicarbonato. O LO
influencia também a proliferagéo celular atravésute participacdo na biossintese das bases puricas
e pirimidicas. A atmosfera dentro da estufa dever esaturada com vapores de agua a fim de

prevenir a evaporacéo e a alteracdo da osmolartadeio.

Soro Fetal Bovino (SFB):Foi adicionado ao meio MCI para permitir que asileslem cultura ndo
apenas sobrevivam, mas também se reproduzam. Salpgesa divisdo celular s6 é possivel na
presenca de um certo niumero de fatores mitégenessé@p fornecidos pelo soro fetal. Ao MCI foi

acrescentado 10% de soro fetal bovino (Gibco BRiq jp crescimento e manutencdo das células.

Antibiéticos e antifungico. Foram adicionados ao meio para evitar a contagiimdas culturas por
bactérias, fungos e leveduras, na propor¢cdo de dampenicilina/estreptomicina/anfotericina B
(Gibco BRL: 10.000U penicilina, 10.000 mg estregtona, 25 mg anfotericina B) para cada 100ml

de meio.

Tripsina: A tripsina € uma enzima que faz parte do grupoptateases, que catalisam reacdes de
quebra da cadeia polipeptidica em determinadaséee@s de aminoacidos. A tripsina rompe a
cadeia peptidica quando os aminoacidos da extremidminoterminal sdo L-lisina ou L-leucina.
Esta enzima ndo requer a presenca de co-fatoresmeité utilizada em culturas celulares, que
necessitam de um suporte para se fixarem e paier. (Ela age, entdo, sobre as proteinas que
permitem a fixacdo das células no suporte, liberas). A tripsina deve ter a sua acgao proteolitica
inibida, apdés o descolamento das células, parareaicitolise. Nas experiéncias foram utilizadas

tripsina (Sigma) preparada numa solugao de EDTA%0%.
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Técnica Célula Hela foi cultivada em placas de 12 poqus tamelas (0,75xf0células/Well) até
confluéncia (24 h). Entdo, o meio foi retirado @@piracdo e foram adicionados 100 mL das
diferentes concentracfes do AZT, (100 uM — 800 didgolvidas em meio MCI sem SFB.

2.2. Métodos:

2.2.1. Cultura de Células:

Neste trabalho foi utilizada uma linhagem de célideLa, derivada de adenocarcinoma de colo do
Gtero humano, obtida a partir da American Type @ealCollection (Manassas, VA). A linha celular
foi mantida em camara de cultura a 37°C com 5 %, €M frascos de cultura com meio DMEM
suplemento do com 1% de aminoacidos ndo essentiaisle piruvato de sédio e 10% de FBS. O
meio foi filtrado e, antes de cada utilizagdo, atiea 37°C(Olivero et al., 1994)

2.2.2. Inducao de Apoptose:

As Células HelLa foram incubadas com meio como otmpositivo, completado com 500 puM DCA
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, E.U.A)).

2.2.3. Ensaio do Lactato Desidrogenase (LDH):

O teste do LDH (lactato desidrogenase) permitetecdéo de danos ao nivel da membrana celular.
Baseia-se na reducdo de NAD a NADH pela LDH (enzoitesolica, libertada para o meio
extracelular quando a integridade membranar é afalt Posteriormente, o NADH é usado na
conversdo de um substrato num produto corado,sadalipor espectofotometria UV/visivel. Apos
24 h de exposicdo a AZT, As amostras foram cegiidas a 6000 rpm por 10 min.para sedimentar
as células. As células foram tratadas com 50 litpps;o de reaccdo da mistura LDH. A reaccao da
mistura LDH foi preparada pela mistura com substvdST LDH - tampao de ensaio. Apds 30min
de incubacdo a temperatura ambiente, as actividide®H foram quantificados por ELISA reader
em OD 450nm e interpretados os mudltiplos pontospteais até que sejam obtidos resultados

consistentes.
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2.2.4. Avaliacao Morfoldgica da Apoptose nas Céhlikam Cultura:

Na sequéncia de incubacado com Hoesht, os nuclemdieos foram visualizados por microscopia
de fluorescéncia. Apés as incubacdes e exposic&Z@po meio foi removido e as células foram
lavadas com PBS, sendo depois incubadas com 15nligdechst 33342 (usado para identificar a
fragmentagdo nuclear) a 37 °C. As células foramseguida, visualizados com microscépio de

fluorescéncia (Carl Zeiss, Axiomot 2) e avaliagaesenca de nucleos fragmentados.

2.2.5. Exposicao de células HeLa ao AZT:

As células HelLa foram usadas como para avaliac&oeflitos do AZT através de ensaios de
citotoxicidade (Mildronato (Mild), LDH, DCA) e té@as de microscopia de fluorescéncia.

Para os ensaios de citotoxicidade, as células ldelarescimento exponencial foram tripsinadas e
ressuspensas em meio DMEM, contadas num hemacithrpeto método do azul de triptano
(Merck, Darmstadt, Alemanha) (Sandstrom, 1965) meselas em microplacas de 96 pocos
(Sarstedt, Newton, EUA). As microplacas foram ndagina camara de culturas, durante 24 horas
para permitir a adeséo e crescimento cel(Reo et al., 2007Apo6s 24 horas, o meio de cultura foi

removido e as células foram incubadas com o AZD (1, 400 M e 800 pM), durante 24 horas.
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Capitulo 3

3. Resultados
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3. Resultados:

Os resultados do teste de citotoxicidade com AZD@A foi usado como controlo positivo) foram
obtidos por microscopia de fluorescéncia. Pernatialiar a fragmentagdo de DNA, a morfologia
nuclear tipica de apoptose. Assim, observou-serasgpndéncia entre células apoptoticos e nucleos
de morfologia alterada ou fragmentados, com craraatiais condensada.

A morfologia das células controlo manteve-se imatte, durante 24 horas de incubacdo e a
confluéncia celular aument&igura 21 — A). A andlise das células com DCA 500 uM, 24 horas,
permite observar alguns nucleos com morfologiaadie e a confluéncia celular diminui bastante
(Figura 21 — B). O efeito do AZT na morfologia celular comegosea visivel as 24 horas com
800 WM (Figura 21 - C)), as células perderam a sua forma poliédrica tiparaando-se mais
arredonadas e a confluéncia celular diminuiu. Fieate, o efeito do AZT de 800 uM com o
Mildronato de 100 uM por 24 horas, mostra que aomdto ndo previne completamente o efeito do

AZT com 800 uM Figura 21 — D).

A) Controlo — 24 horas
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B) DCA - 500 uM (24 horas)

C) AZT - 800 uM (24 horas)
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D) AZT (800 uM) + Mildronato (100 uM) — 24 horas

Figura 21 — A) Resultados de andlise de Microscépio de Fluoresxténa seja, o Teste de
Hoecsht em Controlo sem AZT e nem Mildronato, dtg&4 horasB) Morfologia de células HelLa
expostas a 500 uM de DCA por 24 hor@3.Morfologia de células HeLa expostas a 800 uM do
AZT por 24 horasD) Morfologia de células HeLa expostas a 800 uM dar ABm 100 uM de

Mildronato por 24 horas.

45




AZT — Molécula de Morte e Sobrevivéncia Celular

Na Figura 22 estdo apresentados os resultadooshalo teste do LDH libertada para a avaliagdo
do efeito do AZT na viabilidade das células HeLam(24 horas de tratamento, a percentagem da
Libertacdo de LDH aumentou de 1,0 % para 1,3 %292,8,4 %; 6,6 %, respectivamente para as
concentracdes de 100 uM, 400 uM, 800 uM de AZT @B de DCA(Figura 22) relativamente

ao controlo. Adicionalmente, o teste estatisticatnon que as diferencas encontradas nas condicdes
estudadas séo significativas, excepto para o donpositivo (DCA) (p<0,05; Teste One-Way
ANOVA Kruskal Wallis, com pés-teste Dunns).

LDH libertada- 24h

Libertacao de LDH ( incremento)

BControlo @AZTIOONM OAZT400uM BAZTS00uM mODCASOOUM

Figura 22: Resultados de Libertacdo de L[2hh funcédo da concentracédo de AZT: Teste One-
Way ANOVA Kruskal Wallis, com pés-teste Dunns. Agetencas sdo consideradas significativas

quando p <0,05. O DCA foi usado como controlo pasit

46




AZT — Molécula de Morte e Sobrevivéncia Celular

Capitulo 4

4. Discussao e Conclusoes
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4. Discussao e conclusoes:

O AZT (Zidovunina) é um analogo da timidina. Podelgngar a vida dos individuos infectados por
HIV e na deméncia moderada associada ao HIV. Niegialho pretendeu-se testar o efeito do AZT
ao nivel morfologia celular de uma linha celular atenocarcinoma de colo do Gtero humano
(Células HelLa), contribuindo para a elucidacdo uhesanismos de acc¢do toxica do AZT neste
modelo celular.

Os resultados deste trabalho permitem também realgmportancia do método escolhido para
avaliar a citotoxicidade do AZT. O facto da respositotéxica ser detectada a diferentes
concentracdes consoante o método, reforca o istes aplicar varios métodos simultaneamente.
Sugerem que a libertacdo de LDH é precedida poo®efeitos relacionados com a apopt(dag

& Ong, 2000)

Pelo teste do LDH, o AZT revelou algumas alteracgdgsificativas na viabilidade celular, a partir
das 24 horas com a dose de 800 uM. No entantodérieia é para que ocorra maior de libertacao
de LDH quando se aumenta a concentragdo do AZTn8&essarios mais estudos, fazendo outros
testes de viabilidade, e aumentar o nUmero da smgesh para se poderem tirar conclusdes mais
detalhadas.

A apoptose € um mecanismo autonomo de morte celpl@gramada, caracterizado
morfologicamente pela condensacédo da cromatin@aycseducdo do tamanho celular, condensagao
do citoplasma, perda de ligagGes intercelularesestadamento das células da superficie de
crescimento, formacdo de projecgcbes membranaree eodpos apoptéticos(Desagher &
Martinou, 2000; Darnell et al., 2001)

A incubacédo das células HeLa com AZT originou efeitas mitocondrias em ambos os tempos de
exposi¢cao, embora a concentracfes de toxina neaiades em células expostas ao AZT durante 24
horas. Varios estudos tém reportado efeitos do AZhivel mitocondrial, e ligados estes efeitos a
apoptose mediada pelo AZ{Ding & Ong, 2000) Estes efeitos passam pela perda do potencial de
membrana da mitocéndria, consequente libertacaZetiee citocromo ¢ conduzindo & morte celular
programada. Os resultados colocam em evidénciaapesar dos beneficios terapéuticos do AZT,
existem efeitos toxicos associados que podem lavamorte das células e a disfuncéo tecidular.
Estudos mais detalhados sobre a funcdo mitocorukiahitirdo elucidar o seu envolvimento neste
processo.

Muito ainda falta pesquisar para um melhor esdlaetto das vias sinalizadoras envolvidas na
apoptose, cujos participantes sédo proteinas caddi por genes especificos envolvidos no processo
de morte celular programada.

Conclui-se que a linha celular HeLa é susceptivelcédo citotoxica do AZT, reflectida por

diminuicbes da viabilidade celular, sendo observaui@ resposta dependente da concentracdo e
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tempo de exposicdo ao farmaco e o mildronato nategem completamente estas células dos
efeitos do AZT.

As células HelLa necessitam de concentracfes e sedwexposicdo ao AZT mais elevados para
desenvolver as mesmas respostas que linhas celyarearias. Deste modo, as células HelLa
surgem como uma linha permamente mais resitentgd@o adxica do AZT, podendo servir como
modelo para estudos toxicolégicos.

O efeito toxico do AZT reflecte-se em alteracbesvel da membrana plasmética, no nucleo e nas

mitocéndrias, podendo estar envolvidos em procedsosinalizagdo de autofagia e de apoptose
induzida pelo AZT.
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