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Resumo: A apoptose, também conhecida como suicidio celular, ocorre de forma similar nas mais
diversas situacdes fisioloégicas devido a acdo em cascata das prO-enzimas caspases. O presente
estudo busca elencar o mecanismo de agdo das caspases durante o processo de morte celular
programada e seu envolvimento em patologias, através de uma revisdo sistematica de artigos
publicados em revistas cientificas indexadas, com busca nas bases de dados por meio dos
descritores: “apoptose” e “caspases”. As principais vias da apoptose sdo: via intrinseca, iniciada por
sinais de estresse que sdo detectados pelas mitocéndrias, liberam citocromo C e outras proteinas,
ativa a caspase-9 e depois ativa a caspase-3, levando a apoptose; via extrinseca, receptores de
morte, como TNFRI, sdo estimulados, recrutam proteinas adaptadores, como FADD, associa-se com
as caspases -8 ou -10 e geram sinais que e irdo se acoplar a via intrinseca, levando a apoptose;
granzima B, se liga a membrana da célula, cliva seus substratos através de residuos de asp,
processa BID e as caspases -3 e -7, levando a apoptose. Sendo assim, as caspases possuem papel
crucial na manutencdo da homeostase do organismo e diante do apresentado, pode-se dizer que a
desregulacdo da agdo das caspases pode resultar em severos problemas a salde humana. Proximos
estudos podem averiguar em como seria possivel regular a acao dessas enzimas.
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CASPASE IN THE APOPTOSIS PROCESS

Abstract: Apoptosis, also known as cell suicide, occurs similarly in the most diverse physiological
situations due to the cascade action of the caspase pro-enzymes. The present study seeks to list the
mechanism of action of caspases during the programmed cell death process and its involvement in
pathologies, through a systematic review of articles published in indexed scientific journals, searching
the databases through the descriptors: “apoptosis "And“ caspases ”. The main pathways of apoptosis
are: intrinsic pathway, initiated by stress signals that are detected by mitochondria, release
cytochrome C and other proteins, activate caspase-9 and then activate caspase-3, leading to
apoptosis; extrinsic pathways, death receptors, such as TNFRI, are stimulated, recruit adapter
proteins, such as FADD, associate with caspases -8 or -10 and generate signals that and will couple
to the intrinsic pathway, leading to apoptosis; granzyme B, binds to the cell membrane, cleaves its
substrates through asp residues, processes BID and caspases -3 and -7, leading to apoptosis. Thus,
caspases play a crucial role in maintaining the organism's homeostasis and given what has been
presented, it can be said that deregulation of the action of caspases can result in severe problems to
human health. Future studies may investigate how it would be possible to regulate the action of these
enzymes.
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INTRODUCAO

A apoptose, também conhecida como suicidio celular, ocorre quando a cromatina da célula é
condensada, o DNA gendmico é degradado em fragmentos oligonucleossomais, o volume celular



diminui, a granulosidade celular aumenta, ha formagcdo de “pregas” na membrana plasmaticas e
concomitantemente a fragmentacao celular em corpos apoptéticos (ANAZETTI; MELO, 2007).

Este processo de morte celular ocorre nas mais diversas situacdes, como na organogénese e
hematopoiese normal e patoldgica, na reposicéao fisiolégica de certos tecidos maduros, na atrofia dos
orgédos, na resposta inflamatéria e na eliminagdo de células ap6s dano celular por agentes
genotoxicos.

O fendtipo da apoptose € similar nessas mais diversas situag@es fisioldégicas, como as citadas
acima, devido, em especial, a acdo em cascata de membros de uma familia peculiar de cisteino-
aspartato proteases denominada Caspases (ANAZETTI; MELO, 2007).

O presente estudo busca elencar o mecanismo de acdo das caspases e seu envolvimento
durante o processo molecular programada que estas desenvolvem durante o processo de morte
celular programada e seu envolvimento em patologias.

METODOLOGIA

A fim de atingir os objetivos propostos por este trabalho, realizou-se uma reviséo bibliogréafica
de artigos publicados em revistas cientificas indexadas, com busca nas bases de dados Google
Académico, SciELO, MEDLINE, LILACS, DeCS, Nature, NCBI, BVS e KEGG.

Com o proposito de verificar os artigos que discutiam acerca da apoptose e das caspases, 0S
seguintes descritores foram utilizados para a busca no Google Académico “apoptose” e “caspases”. E
no site KEGG buscou-se pela via metabdlica da apoptose.

Este estudo integrou quarenta artigos encontrados nos periddicos indexados publicados entre
2000 a 2020. Foram incluidos trabalhos publicados em portugués e inglés, independente da
modalidade de estudo: revisdo sistematica, overview, ensaio clinico controlado, estudo coorte. E
excluidos aqueles que nao estavam entre o periodo da busca, em linguas diferentes das ja citadas e
que ndo correlacionavam diretamente as caspases com o processo de apoptose.

Os trabalhos selecionados para construir a amostra do estudo foram acessados no texto
completo, com leitura e avaliacdo posteriormente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

S&do conhecidas 14 caspases humanas, sendo que seis (caspases -3, -6, -7, - 8, -9, -10)
participam da apoptose. J4 as caspases -1, -4, -5, -11, -12, -13, -14 estdo envolvidas na maturacéo
de citoquinas, e sua contribuicdo na apoptose permanece nao esclarecida (Grivicich, Regner, Rocha
2007).

A apoptose pode ocorrer por uma via intrinseca, uma extrinseca ou por meio da Granzima B. A
via intrinseca € iniciada pelo aparecimento de “sinais de estresse” provenientes do interior da prépria
célula. Agentes quimioterapicos, radiacdo ultravioleta, falta de fatores de crescimento, choque
térmico, baixa quantidade de nutrientes, niveis aumentados de espécies reativas de oxigénio e
concentracdes elevadas de corticosterdides sdo alguns dos mecanismos que podem desencadear
estes sinais de estresse. Estes sinais acabam sendo detectados pelas mitocdndrias que se tornaram
0 centro responsavel por decidir se a célula entrara ou ndo em um processo de morte celular. Caso
isto ocorra, as mitocdndrias sofrem um desacoplamento da cadeia respiratoria e liberam para o
citosol, citocromo c, além das proteinas SMAC/Diablo (“Second Mitochondria- derived Activator of
Caspases/Direct IAP-Binding protein with a LOw isoelectric point”’) e AIF (“Apoptosis-Inducing
Factor”). Por um lado, o citocromo c citoplasmatico se liga a APAF-1 (molécula homologa a CED-4) e
este complexo, na presenca de ATP, ativa a caspase-9 que, por sua vez, ativara a caspase 3,
levando a segmentacdo do substrato da caspase que concluird na apoptose da célula. O complexo
multimolecular, composto por citocromo ¢, APAF-1, ATP e caspase 9 é chamado apoptosomo
executor (PEREIRA; AMARANTE-MENDES, 2011).

Ja a via extrinseca, é desengatilhada pela ligacdo de receptores localizados na superficie
celular, denominados “Receptores de Morte”, cuja familia € composta pelas moléculas Fas (CD95),
TNFRI, DR3, DR4, DR5 e DR6. Estes receptores, quando estimulados, recrutam proteinas
adaptadoras, como por exemplo FADD, a qual associa a estes receptores, as caspases-8 ou -10.
Este complexo formado por um determinado receptor de morte, moléculas adaptadoras e caspases-8
elou -10 é conhecido como apoptossomo iniciador. Neste ambiente molecular, estas caspases
iniciadoras irdo ser ativadas e, por sua vez, poderdo acionar diretamente as caspases executoras ou
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gerar sinais que irdo acoplar-se a via intrinseca atingindo bioquimicamente o conjunto de
mitocdndrias (PEREIRA; AMARANTE-MENDES, 2011).

A rota pela Granzima B envolve a entrega desta protease na célula alvo através de um
fragmento especializado que ¢é liberado pelos linfécitos T citotéxicos (CTL) ou por
células exterminadas naturais (NK). Os CTL e as NK fragmentos contém numerosas granzimas assim
como perforina, a qual se liga a membrana das células alvo para permitir a entrada das granzimas.
A Granzima B, similarmente as caspases, cliva seus substratos através de residuos de Asp e assim
pode processar BID (membro pro-apoptético), bem como a caspase -3 e -7 e assim consumar na
apoptose (TAYLOR; CULLEN; MARTIN, 2008).

* Caspase - 3: Entre outras funcdes a caspase-3 fragmenta a subunidade inibitéria do DFF
(“DNA fragmentation factor”), também chamada iCAD, liberando a subunidade ativa desta molécula
(CAD; “caspase-activated DNAse”), cuja fungéo é migrar para o nucleo e fragmentar o DNA, gerando
os fragmentos oligonucleossomais caracteristicos da apoptose (PEREIRA; AMARANTE-MENDES,
2011).

A falha de apoptose é uma das marcas do cancer. Como uma caspase-fase de execucao, a
caspase-3 desempenha um papel crucial durante a apoptose. Através de estudos foi analisado que
as alteracdes no gene que codifica a CASP3 pode promover a tumorigénese humana. Um estudo
concluiu que a caspase-3 codifica em 944 tumores de 14 tipos diferentes em comparacdo com o
tecido adjacente saudavel. Apesar disso, apenas 14 tumores (1,48%) apresentou mutacdes
sométicas da CASP3 (SOUNG et al., 2004).

* Caspase — 6: € a Unica protease solivel em citocromo C ativando os extratos celulares
Jurkat que tem a caspase-8, caracterizando uma atividade significativa de clivagem. Além disso a
inibicdo da atividade da caspase-6 em células inibiu significativamente a clivagem da caspase-8 e
apoptose, sendo assim, estabelecendo a caspase-6 como um importante ativador de caspase-8 in
vivo e confirmando que esta via pode ter um papel critico na promog¢éo de apoptose (COWLING, V;
DOWNWARD, J, 2002).

No que tange as doencas a caspase-6 foi encontrada abundantemente em lesGes
neuropatolégicas como Alzheimer (GUO et al.,, 2004; ALBRECHT et al, 2007) e apresenta
significativo papel na perturbacéo do citoesqueleto neuronal (NIKOLAEYV et al., 2009).

* Caspase — 7. faz parte do conjunto de caspases de proteinas, sendo uma proteina
executora da apoptose. As caspases desempenham um papel central na fase de execucdo da
apoptose celular. Os precursores desta caspase sdo a: caspase 3, caspase 10, e caspase 9. Ela é
ativada por estimulos de morte celular e induz a apoptose. Resultados de splicing alternativo em
quatro variantes de transcricdo, que codificam trés isoformas distintas. (SHIN et al., 2001)

Em uma andlise feita em véarios tipos de cancer, foram detectadas muta¢cdes soméaticas no
CASP7, 2 dos 98 tumores de c6lon, 1 dos 50 tumores de esbfago, e 1 dos 33 tumores do pescogo, no
entanto, ndo foram encontradas muta¢des no estbmago, na bexiga urinaria ou nos cancros do
pulmao. Quando os derivados do tumor da caspase-7 mutantes foram sobre expressos em células de
rim humano 293T, as células apresentam reducéo da apoptose (SOUNG et al., 2003). Em um estudo
de 1028 pacientes com cancer de endométrio e 1003 controles saudaveis, foram examinadas as
relagBes potenciais entre alelos variantes da caspase-3, -7, e risco de cancer endometrial. De 35
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) selecionados, quatro em CASP7 estavam em alto
desequilibrio de ligagdo e associada ao aumento do risco de cancro do endométrio; dois SNPs
CASP7 foram associados com um risco reduzido; e dois SNPs CASP7 foram associados com risco
aumentado em comparagdo com os individuos homozigotos para os alelos principais CASP7. Estes
resultados sugerem que as mutacdes que alteram a funcdo da caspase-7, afetam também a
patogénese de alguns cancros humanos. (XU et al., 2009).

* Caspase - 8: As mutacdes inativadoras CASP8 tém sido relatadas em varios tipos de
cancer, incluindo neuroblastoma na infancia. Assim, as mutacdes conduzem a perda da funcédo da
caspase-8 e processam linhas celulares de neuroblastoma resistentes a apoptose. (HOPKINS-
DONALDSON et al 2000; TEITZ et al., 2000).

Em um estudo de 180 tumores colorretais humanos (98 carcinomas invasivos e 82
adenomas), as mutac¢des somaticas CASP8 foram detectadas em 5% dos carcinomas invasivos, mas
em nenhum dos adenomas. Pelo menos trés das mutacdes foram confirmadas para diminuir a
apoptose da caspase-8, mediada por atuar de uma forma dominante negativa (KIM et
al., 2003). Estas mutagBes levaram a uma diminuicdo da morte celular, marcadamente dependente
da caspase-8-in vitro (SOUNG et al., 2005).
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http://cshperspectives.cshlp.org/content/5/4/a008656.full#ref-250

Uma ligacéo interessante ocorre entre CASP8 e cancro, por heranca do polimorfismo D302H
em CASPS8, que substitui o acido aspartico para histidina e esta associada com o risco de cancro da
mama reduzida. Supbe-se que essas alteracdes na caspase-8 possam melhorar os seus efeitos pro-
apoptoticos e evitar a persisténcia de células tumorais, embora tal relagdo tem ainda de ser
demonstrado. (MACPHERSON et al., 2004; FRANK et al., 2005).

* Caspase - 9: Estd envolvida na cascata de ativacdo de caspases responsavel pela
execucdo apoptose. A ligagdo de caspase-9 para Apaf-1 conduz a ativacdo da protease que entao,
cliva e ativa a caspase-3. Promove a fragmentagdo induzida do DNA e induz a apoptose pela via de
ABL1/c-Abl dependente (UNIPROT1).

A variacdo da linhagem germinativa da CASP 9 tem sido associada ao linfoma de néo-
Hodgkin (KELLY et al. 2010). A NHL é a classificacdo que se da a um grupo de linfomas, excluindo o
de Hodgkin — a diferenca é que suas massas tumorais sdo formadas por grupos repletos de células
cancerosas (0 de Hodgkin tem menos células doentes misturadas a grupos de células saudaveis)
(TABACOF, 2015). Os Linfomas nao Hodgkin incluem mais de 20 tipos diferentes. As neoplasias de
nao Hodgkin podem ser classificados como: indolentes e agressivos: os indolentes se desenvolvem
ao longo de anos, tém crescimento lento e, em muitos casos, pode-se esperar e acompanhar sem
terapia para se entender o ritmo de crescimento até chegar a hora de tratar. J& os agressivos tém
crescimento muito acelerado, podem dobrar de tamanho em semanas, e pedem que o inicio do
tratamento seja imediato (TABACOF, 2015). Em um estudo realizado, foram analisados 36 genes e
tanto as alteragdes no CASP9, tanto no gene e nos niveis de SNP (polimorfismo de nucleotideo)
foram associadas com o risco de NHL (KELLY et al. 2010).

* Caspase -10: Seu papel na cascata apoptética extrinseca ainda néo é clara, mas sabe-se
que ela é homéloga a caspase-8 (SPRICK et al., 2002). Esta caspase é recrutada pelos receptores
FAS- e TNFR-1 no tipo apoptotico dependente do FADD e pode participar na via metabdlica da
apoptose dependente da granzima B (UNIPROT2). Estudos tem se debatido acerca do requerimento
da capases -10 na apoptose pelo mediador CD95 na auséncia da caspase -8 (KISCHKEL et al.
2001). Ainda que ndo esteja inserida como receptor de morte celular, previamente ela esta associada
a sindrome auto-imune linfoproliferativa (HORN et. al., 2017).

CONCLUSAO

As caspases tem capacidade de clivar substratos com residuos de acido aspartico em
sequéncias especificas e também possuem em seu sitio ativo um residuo de cisteina. Essa
especificidade dos substratos é controlada por quatro residuos amino-terminal presentes no sitio de
clivagem.

Sua classificagéo é feita a partir do seu papel na apoptose e do pr6-dominio. As caspases de
inicio, estdo ligadas ao “start* da da cascata proteolitica e apresentam pré-dominios longos, ja as
caspases efetoras atuam na clivagem de substratos protéicos e tem pré-dominios curtos.

A ativacdo promove o aparecimento das alteracdes celulares que caracterizam a apoptose,
como desmontagem da membrana nuclear e do arcabouco de laminas, hipercondensacdo da
cromatina e degradacéo proteolitica das estruturas nucleares e citoplasméticas. Estas altera¢gbes sdo
comuns a todas as células em apoptose explicita, independentemente do agente indutor do processo.
Isso significa que a acdo destas caspases representa uma via final comum que opera em todas as
células programadas para morrer.

Como elas possuem papel crucial na manutencdo da homeostase do organismo e diante do
apresentado, pode-se dizer que a desregulacdo da acdo das caspases pode resultar em severos
problemas a saude humana.
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