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LESAO E MORTE CELULAR

As células e os tecidos estdo organizados e capacitados a desempenhar fungdes
necessarias @ manutencdo da vida do individuo. Dependendo do estimulo pode ocorrer a
adaptacdo necessaria, como nas cé¢lulas musculares do halterofilista ou na hiperqueratose das
maos do lavrador. Como exemplo de adaptagdes fisioldgicas temos a mobilizagdo de célcio da
matriz dssea apelos osteoclastos sob a a¢do do paratormoénio. O mesmo paratormdnio, se em
excesso, pode causar a chamada lesdo de células gigantes na mandibula ou maxila, que é
caracterizada pela presenca de areas de reabsorcdo Ossea (radioliicidas). Entretanto nao ha
mobilizagdo de Ca"" dos dentes. Se o estimulo for excessivo ou toxico para a célula, lesdes
irreversiveis levam a morte celular. O limite entre estimulo fisioldgico e lesivo ndo ¢ exato.
Radiagdo UV pode causar estimulo para produgcdo de melanina, formag¢do de bolha,
descamacao da pele ou cancer.

O termo degeneraciio (alteragao sub-letal) refere-se a alteragdes celulares que nao
matam a célula, deixando-as com as func¢des diminuidas. Estas alteragdes podem ser reversiveis
ou evoluir para a morte celular. Pode ocorrer ou ndo acimulo de substincias no citoplasma.
Uma causa comum de degeneragdo celular ¢ a anoxia.

A célula tem quatro sistemas interdependentes que quando alterados podem levar a
morte celular:

1- membranas - que mantém a homeostasia i0nica e osmotica da célula e das organelas.
2- respiragdo aerobica - fosforilagao oxidativa com produ¢do de ATP (mitocondrias).
3- sintese de proteinas e manutengao do citoesqueleto.

4- DNA.

As alteragdes moleculares levam posteriormente as alteragcdes morfologicas, que sao
observadas quando a lesdo ja ¢ bastante acentuada. Assim, as células cardiacas, que sofrem
lesdo irreversivel em 20-60 min. apds a isquemia, apresentardo alteracdes microscopicas de
morte celular somente apos 12 horas.

As principais causas das alteracdes celulares e das doencgas sdo: alteracdes genéticas,
deficiéncias nutricionais, distirbios endocrinos, doencgas imunoldgicas, agentes fisicos e
quimicos, infec¢des, andxia.

Acdes especificas

E dificil determinar o local exato de agfio das substincias que causam lesdo celular, mas
estas devem interferir em sistemas basicos da célula, como na manutencao da integridade do
DNA e das membranas, na sintese de proteinas e no funcionamento das mitocondrias. Algumas
substancias reagem diretamente com moléculas das células, outras indiretamente pela formagao
de substancias toxicas ou radicais livres. Como exemplo de acdo direta temos:

-Cianeto: inativa a citocromo-oxidase das mitocondrias.

-Cloreto de mercurio: o Hg liga-se a grupos sulfidrila da membrana celular, causando aumento
de permeabilidade, principalmente nas células do trato gastrointestinal (absorvem) e rins
(excretam).

-Clostridium perfringens: bactéria anaerobia que produz fosfolipases, as quais atacam as
membranas celulares.

-CCly e o acetaminofeno: atuam indiretamente pela formagao de radicais livres.

Lesao por isquemia

A hipoxia, causada por obstru¢do vascular ou outros mecanismos, causa alteragdes celulares
bem estudadas e que ilustram como ocorrem lesdes reversiveis ou irreversiveis. A sensibilidade
de cada célula depende da capacidade em resistir a falta de oxigénio, ATP, entrada de célcio e
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neutralizagdo de radicais livres. Os neurdnios sdo muito sensiveis, mas fibroblastos sdo
extremamente resistentes. Sao exemplos de viabilidade celular frente a hipoxia:

-Neuro6nio - 3-5 min.

-Miocérdio, hepatocitos - 10 min - 2horas

-Fibroblastos, musculo esquelético, epiderme - muitas horas.

O esquema abaixo ilustra as alteragdes celulares devido a isquemia.

Isquemia (hipoxia)

alta de O,

/ P —edema mitocondrial
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inibi¢cdo da bomba Na/K na membrana
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NECROSE

-A falta de O, diminui a fosforilagdo oxidativa e ativa a glicdlise. Na respiracdo aerobica
formam-se 38 ATPs (304.000 cal.) e na glicolise apenas 2 ATPs por glicose. Ha acimulo de
acido latico, com diminuic¢ao do pH.

-A concentragdo de Na" intracelular ¢ menor do que extracelular, enquanto que a de K™ é maior.
Esta diferenca de concentragio é devido a bomba de Na", que é um complexo de proteinas
dependentes de energia (ATP). Na falta de ATP, entra mais Na™ na célula, principalmente no
R.E. e mitocondrias, dando a célula o aspecto de inchagdo turva (ver tumefagao celular abaixo).
Os ribossomos se desprendem do RE.

-A concentragdo de Ca™" no citosol é muito baixa, sendo este removido por bombas dependentes
de ATP. Normalmente o Ca"" celular estd ligado a proteinas no RER e mitocondrias. A
quantidade de Ca™ aumenta no citosol devido ao aumento de permeabilidade dos canais de ions
calcio, alteracdo das membranas, diminui¢io de ATP e lesdo mitocondrial. A entrada de Ca’™ na
célula ¢ o ponto em comum de muitas causas de morte celular.

-A maior concentragio de Ca'™ ativa enzimas destrutivas como fosfolipases, proteases
(membranas e citoesqueleto), ATPases (ATP), com desorganizacdo de membranas das organelas
e dos componentes do citoesqueleto.

-0 Ca"" desnatura proteinas, causando alteracdes caracteristicas da necrose por coagulagio.

-Os efeitos da maior concentragio de Ca™ parecem ser mediados por radicais livres.
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-A ruptura dos lisossomos libera enzimas hidroliticas, ativas em pH écido. As células lesadas
liberam enzimas no plasma, como ocorre nas hepatites e no infarto do miocardio. No infarto ha
liberagdo de TGO (transaminase glutdmico oxaloacética), transaminases piruvicas, LDH
(desidrogenase lactica), CK (creatinina quinase).

-Cerca de 60 segundos apds o inicio da isquemia, a célula cardiaca para de se contrair, comega a
usar glicogénio (glicolise) com conseqiiente producao de acido lactico e diminuicao do pH.
Posteriormente sofre as alteragdes acima descritas, sendo estas reversiveis até 1 hora apos a
hipoxia. As alteragdes morfologicas serdo observadas em microscopia de luz depois de 12h da
morte celular.

Tumefacio celular (degeneracao hidrépica ou vacuolar, edema celular, inchagao turva)

E conseqiiéncia da entrada de 4gua na célula devido a alteragio da permeabilidade da
membrana celular. O edema celular ocorre quando ha alteracao no equilibrio i6nico, com entrada
de Na™, devido a diminui¢do na producio de energia (ATP). Fragmentos de figado incubados
com cianeto ou 2-4 dinitrofenol sofrem edema celular devido a insuficiéncia de ATP. As células
tornam-se levemente granuladas e vacuolizadas. Em seguida, pelo menos in vitro, se for
diminuida a concentragio de Na' (sal), a célula perde agua e pode voltar ao normal. In vivo é
mais provavel que a entrada de Na' seja resultante de lesdes celulares, e ndo simplesmente
devido a maior concentragdo de sal no meio extracelular.

Ocorre principalmente nos rins, figado e miocardio. Nos rins os tibulos tém a luz
diminuida e irregular, as vezes com o citoplasma arrebentado. A célula fica com volume
aumentado, organelas espacadas e nucleo intacto, sem deslocamento. As células com nucleos
palidos ou fragmentados ja estdo sofrendo necrose. Macroscopicamente o rim fica com peso
aumentado, e o parénquima torna-se saliente quando a cépsula ¢ cortada. Em microscopia
eletronica observa-se dilatacdo do RE e mitocoOncrias.

Proteinas de Estresse

Foi observado que as células quando submetidas a choques térmicos produzem proteinas
que protegem outras proteinas de alteracdes devidas aos estimulos injuriosos. Como foram
inicialmente estudadas apds choque térmico (sdo sintetizadas em quantidades muito aumentadas
apos breve exposi¢do a temperaturas elevadas - 42°C por exemplo), foram chamadas de
proteinas de choque térmico ou “Heat Shock Proteins” (HSP). Sdo também produzidas por
outros estimulos fisicos (radia¢do), quimicos ou bioloégicos (isquemia, virus).

Existem varios tipos de HSP. As HSP 60 e 70 sdao chamadas de chaperonas, porque atuam
se ligando a outras proteinas, evitando que estas se alterem. As HSP foram descritas inicialmente
em bactérias E.coli mutantes que ndo permitiam a replicagdo do bacteriéfago lambda
(bacteriéfago ¢ um virus capaz de infectar e se replicar em bactérias). Estas bactérias mutantes
produziam versoes alteradas de HSP 60 e 70, defeito este que impossibilitava a constru¢cao do
virus. Acreditava-se que as chaperonas atuassem somente prevenindo agregacdo de proteinas
ainda nao terminadas ou “enroladas” ("unfolded"). Provavelmente elas também interagem com
seus “clientes”, produzindo efeitos semelhantes a uma “massagem” nas proteinas, ligando-se a
regides incorretamente “enroladas” dando uma nova chance para que ocorra o “enrolamento”
correto (estruturas secundaria e terciaria). A HSP 70 parece atuar cedo na vida das proteinas,
ligando-se a estas antes do término da sintese protéica. Em contraste, a HSP 60 forma uma
estrutura em barril (como uma camara de isolamento) dentro da qual existe um meio adequado
para ocorra a reorganizacdo da estrutura secundaria e terciaria das proteinas incorretamente
“enroladas”.
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Na fisiologia normal da célula, as HSP participam do transporte intracelular das
proteinas, como colageno. As HSP parecem reduzir a necrose no coragdo isquémico, assim como
proteger o cérebro. As HSP sdo essenciais para a sobrevivéncia das células. Seria a resposta
celular semelhante ao que ocorre no organismo em situagdes de estresse, quando ha liberacdo de
adrenalina.

Na impossibilidade de reparagdo das proteinas defeituosas, estas sdo marcadas com uma
“etiqueta” de ubiquitina. A ubiquitina ¢ uma pequena proteina composta por 76 amino acidos
(massa molecular de 8.564,8 Da) expressa em todos os organismos eucariotos. Entretanto, a
ubiquitina por si s6 ndo degrada proteinas, servindo somente como um sinal que marca a
proteina-alvo para a destrui¢do, a qual ocorre através do sistema ubiquitina-proteossomo de
degradagdo protéica (complexo enzimdtico macromolecular que degrada proteinas
citoplasmaticas e nucleares, também conhecido como proteossomo 26s). A marca¢do das
proteinas-alvo com ubiquitina ocorre através de uma reagao complexa dependente de ATP. As
células possuem ainda um sistema para retirar moléculas de ubiquitina das proteinas ja marcadas,
processo chamado de desubiquitinagdo, o qual protege da degradacdo proteinas erroneamente
ubiquitinadas. O sistema ubiquitina-proteossomo nao degrada somente proteinas defeituosas,
mas também proteinas que possuem um “turnover” rapido, como aquelas que controlam a
progressao do ciclo celular (ex: p53, p21, p27), receptores de superficie (EGFR, c-erb B2),
enzimas metabolicas, dentre outras.

Corpusculos de Inclusiao

Células que sofrem estresse cronico podem formar agregados de proteinas no citoplasma,
chamados de corpusculos de inclusdo. Hepatocitos expostos ao alcool formam massas de
filamentos intermediarios, de coloragdo rdésea nos cortes corados em H&E, chamado de
corpusculo hialino de Mallory. Na doenga de Parkinson formam-se inclusdes esféricas de
aspecto hialino como halo claro nos neurdnios, chamados de corpos de Lewy. Na doenga de
Alzheimer, os neurdnios apresentam um novelo neurofibrilar de microtiibulos e neurofilamentos.

As inclusdes virais indicam replicagdo viral, mas os virus podem ja ter deixado as
inclusdes.
-Virus herpes (HSV 1,2, V-Zoster, CMV, EBV) - inclusdes nucleares.
-Papovavirus- Papiloma virus e virus JC (“human polyoma virus”, causador de uma doenca
desmielinizante rara, chamada leucoencefalopatia progressiva multifocal) - inclusdes nucleares.
-Poxvirus- molusco contagioso- no citoplasma.

Atrofia Celular e Autofagia

Quando o estimulo ¢ nocivo a célula pode atrofiar. Proteinas e organelas sdo envolvidas
por membranas derivadas do RER, que se fundem com lisossomos, causando degradacdo das
organelas. Células em atrofia podem mostrar vacuolos autofagicos em microscopia eletronica,
como corpos densos, lamelares (figuras de mielina), devido as membranas ricas em fosfolipidios
ndo digeridos (corpos residuais), chamados de lipofuscina. A lipofuscina ¢ facilmente observada
em células cardiacas de idosos em microscopia de luz, como granulos amarelos.
Macroscopicamente o coragao tem coloragdo marrom, chamado de atrofia parda.

Radicais livres

Radicais livres sdo espécies quimicas bastante reativas, consequentemente instaveis, que
tém um elétron nao pareado na oOrbita mais externa. Nas células, a principal fonte de radicais
livres ¢ a mitocondria, oriundos dos processos oxidativos da respiracdo. Também sdo formados
no citosol, lisossomos, RE e membranas, pela acdo de enzimas como citocromo P-450 e xantina
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oxidase. Os principais radicais livres no organismo s3o derivados do oxigénio: Anion

Superdoxido O7®~ e ion hidroxila OH®*~. H202 ¢ oxidante e fonte importante de radicais livres.
O radical hidroxila parece ser o mais importante na célula. O 6xido nitrico também pode agir
como radical livre.

Formacao dos radicais livres:

-reagoes de o6xido-reducdo- o oxigénio respirado é usado na mitocondria para formagdo de agua,
CO; e ATP. Os elétrons liberados no ciclo de Krebs formam anions superéxidos. Na presenca de
Fe, pela reacdo de Fenton formam anion hidroxila, que ¢ extremamente reativo, reagindo
imediatamente com proteinas, lipidios e DNA. O radical hidroxila pode ser formado pela reagao
de Fenton, por radiagao UV ou pela reagdo de Haber-Weiss

Reac¢ao de Haber-Weiss- H,O, + Oz® — OH® + OH + O,

-Ferro livre- O Fe livre pode catalisar reacdes que formam radicais livres, na chamada reagdo de
Fenton. Fe'" + H,0, Fe™ + OH® + OH"

Irradiacdo- RX, UV-H,0 —>  H+OH®

-Xantina oxidase- a xantina ¢ um metabolito do ATP, que se acumula em células com hipdxia.
Quando oxidada pela xantina oxidase gera oxigénio reativo. Durante a isquemia nao ha formacao
de radicais reativos de oxigénio. Quando a oxigenacgdo ¢ restabelecida, grandes quantidades de
radicais se formam nas mitocondrias através da xantina oxidase, podendo ocorrer a necrose por
re-perfusdo. Allopurinol, inibidor da xantina oxidase, tem sido usado clinicamente para limitar a
necrose cardiaca apods infarto do miocardio.

-Neutrofilos- a destruicdo de bactérias pelos neutréfilos envolve radicais livres derivados do
oxigenio.

Tetracloreto de carbono- radicais livres sdo produzidos como produtos intermedidrios no
metabolismo de substancias toxicas como o tetracloreto de carbono (CCL® + CI'). O CCl, ¢
metabolizado no REL dos hepatocitos, iniciando a peroxidacdo lipidica, com degradagdo das
membranas celulares e edema do RE visivel em microscopia eletronica apos 2 h.

Efeitos dos radicais livres:
-Mitocondrias - podem causar liberagdo de Ca’™" para o citosol.

-DNA- estima-se que o DNA da célula humana estd exposto a 10.000 “hits” oxidativos por dia.
A oxidacdo do DNA mitocondrial ¢ maior porque estd proximo de onde o radical livre ¢ formado
em grandes quantidades. Além do mais, o DNA mitocondrial ndo tem histonas, que se ligam e
protegem o DNA nuclear. O DNA mitocondrial transcreve cerca de 10 proteinas, necessarias as
fungdes da propria mitocondria. Sugere-se que a alteracio do DNA mitocondrial leva a
diminui¢do de producdo de energia, e isto seria uma das causas do envelhecimento.

-Altera proteinas das bombas idnicas.

-Peroxidagdo de lipidios- desorganizacdo de membranas (a reacdo ¢ autocatalitica, com a
molécula atacada tornando-se ativa, formando uma cadeia de reacoes).
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-Admite-se que radicais livres participam da aterosclerose, cancer ¢ envelhecimento.

Inativacio dos radicais livres:

Antioxidantes: vitamina E e B-caroteno. Sao lipossoltveis e protegem membranas.

Enzimas:

-Superdxido desmutase- transforma superdxido em perodxido de hidrogénio.

-Catalase, glutationa peroxidase - transformam o peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua.

A glutationa peroxidase catalisa a liberacdo de H do grupo SH da glutationa reduzida (GSH),
que reage com OH ou H,0..

2 GHS +2 OH® _, H,0+ GS-GS
2 GHS + H,0, —2H,0 + GS-GS
-Transferrina - se liga a Fe livre, inibindo a reagao de Fenton.

Esquema da formacgdo dos principais radicais livres na célula.
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Em resumo, o radical livre oxida moléculas de DNA, proteinas e lipidios, num processo
comparavel ao da ferrugem. Que tal o ditado “estou enferrujado”?

Lesdo sub-letal - (inchacdo turva)

-edema mitocondrial

-edema do RE

-perda de ribossomos

-resposta de estresse

-autofagia de organelas e proteinas alteradas
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Morte celular

-perda de nucléolo

-perda de ribossomos

-edema mitocondrial ¢ RE mais intensos
-ruptura de lisossomos

-fragmentacao de membranas

-alterag¢do nuclear- picnose, cariolise, cariorrexe

Obs. edema mitocondrial é a alteracdo inicial, sendo parametro de fixagdo em microscopia
eletronica de transmissao.

Lesao celular por virus-

Quanto a forma de causar alteracoes celulares, os virus sao classificados em citopaticos e
oncogénicos. Os citopaticos se multiplicam dentro da célula, usando toda a maquinaria genética
desta para sua propria replicacdo. Neste caso, a célula hospedeira ¢ destruida pelo virus ou por
mecanismos imunoldgicos, como ocorre na hepatite, AIDS, herpes. Os oncogénicos modificam o
genoma celular, integrando-se a este e replicando-se juntamente com todo o genoma da célula
hospedeira, podendo facilitar a formagao de uma célula neoplésica, dependendo do lugar onde se
insere.
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Objetivos - Lesao Celular.

1. Comente as diferentes respostas da pele pela a¢do da radiagdo UV.

2. Cite os quatro sistemas principais da célula, que quando alterados podem levar a morte
celular.

3. Comente porque as células cardiacas observadas em microscopia de luz, ndo mostram

alteracdes morfologicas, num individuo que morreu de infarto fulminante.

. Explique como o cloreto de mercurio lesa as células, e cite que células sdo alteradas in vivo.

. Esquematize e explique os efeitos da hipdxia na célula.

. Explique a participa¢ao do Ca na lesao celular.

. Comente a liberag¢@o de enzimas no plasma em casos de hepatite e infarto do miocardio.

. Explique que sdo bombas de Na e Ca?

. Descreva os aspectos morfologicos da tumefagdo turva, em microscopia de luz e eletronica.

Pode usar o exemplo dos efeitos do dinitrofenol no rim ou figado.

10. Conceitue proteinas de choque térmico (“heat shock proteins”) e como atuam nas células que
sofreram estimulo lesivo.

11. Conceitue e exemplifique corpusculos de inclusdo.

12. Que sao inclusodes virais.

13. Que ¢ lipofuscina, como se forma e qual o aspecto em microscopia de luz e eletronica?

14. Quais as conseqiiéncias do acumulo de lipofuscina nas células cardiacas?

15. Conceitue radical livre.

16. Quais sao os radicais livres derivados do oxigénio?

17. Justifique porque apds um infarto do miocardio o uso de um inibidor da xantina oxidase por
limitar a necrose celular.

18. Explique como o tetracloreto de carbono pode causar lesdes nos hepatdcitos.

19. Por que DNA mitocondrial ¢ mais vulneravel a agao de radicais livres, do que o DNA
nuclear?

20. Que sdo antioxidantes?

21. Por que a transferrina ¢ considerada antioxidante?

22. Faga uma analogia entre a a¢do dos radicais livres nas células e o processo de ferrugem.

23. Cite as alteragdes celulares apds um estimulo sub-letal (o aspecto microscopico ¢ de
inchacdo turva).

24. Cite as alteragdes observadas na morte celular.

25. Comente como os virus citopaticos e oncogénicos atuam nas células.
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