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RESUMO 
 

A epiderme é constantemente confrontada por inúmeros agentes estressores. 

Variações na umidade ou exposição à radiação ultravioleta afetam o balanço osmótico e o 

estado redox celular alterando, assim, as características fisiológicas da pele. Em resposta 

aos diferentes estímulos os queratinócitos ativam vias distintas de sinalização. Portanto, o 

balanço entre as vias de sobrevivência e morte determina o destino celular. A fim de se 

determinar possíveis alvos moleculares associados a morte e sobrevivência de 

queratinócitos, vias de sinalização celular disparadas pela exposição ao choque 

hiperosmótico e estresse oxidativo foram investigadas em células HaCaT tratadas com 

sorbitol e peróxido de hidrogênio (H2O2) respectivamente. Os resultados obtidos neste 

estudo demonstraram que, em ambos os modelos, a redução da viabilidade celular 

dependeu da dose e do tempo de exposição ao agente extressor, apresentando valores 

de IC50 de aproximadamente 1 mol/L de sorbitol e 2 mmol/L de H2O2 após 2 e 4 h de 

exposição respectivamente. Os danos causados foram irreversíveis e estão associados à 

ativação da via intrínseca de morte celular apoptótica, acompanhada de perda da 

integridade da membrana lisossomal, extravasamento de catepsina B para o citosol e 

alterações morfológicas atípicas no citoesqueleto, principalmente no arranjo dos 

filamentos de actina. A investigação do status de funcionamento de proteínas quinases 

ativadas por mitógenos (MAPKs) e do estado redox celular indicou que esses eventos 

foram mediados por espécies reativas de oxigênio e pela ação da quinase c-Jun N-

terminal (JNK). Adicionalmente, a exposição dos queratinócitos aos diferentes estímulos 

estressores foi acompanhada de ativação da proteína tirosina fosfatase de baixa massa 

molecular (LMWPTP), cuja relevância nos estudos de biologia celular aumentou nos 

últimos anos. A LMWPTP atua em importantes vias de sinalização que estão associadas 

à sobrevivência e morte celular. Cientificamente, este estudo é pioneiro ao demonstrar 

alterações no citoesqueleto e ação de proteínas quinases e fosfatases nos mecanismos 

que determinam o destino de queratinócitos expostos ao choque hiperosmótico e ao 

estresse oxidativo. De fato, o melhor conhecimento da relação entre as vias de 

sobrevivência e morte celular em queratinócitos é fundamental para promover o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas aplicadas às doenças dermatológicas. 

Desta maneira, o presente trabalho apresenta resultados inéditos, contribuindo no 

conhecimento da biologia dos queratinócitos e com sua aplicação no desenvolvimento da 

terapia dermatológica. 
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ABSTRACT 
 

The epidermis is constantly confronted with multiple environmental stressors. 

Changes in humidity or exposition to UV radiation affect the redox state and osmotic 

balance, modifying the physiological characteristics of the skin. In response to different 

stresses, epidermal keratinocytes can activate distinct signaling pathways and the balance 

between death and life signals will determine the cell fate, leading to programmed cell 

death or cell survival. In order to determine the possible molecular targets associated to 

death and survival of keratinocytes, the signaling pathways activated by the exposition of 

HaCaT cells to sorbitol (hyperosmotic shock) and H2O2 (oxidative stress) were 

investigated. The results showed that in both models the reduction in cellular viability was 

time and dose-dependent, displaying IC50 values of 1 mol/L for sorbitol and 2 mmol/L for 

H2O2 after 2 and 4 h of exposition to the stressors, respectively. The damages caused by 

the stressors were irreversible and associated to the induction of the intrinsic apoptotic 

pathway, accompanied by the loss of lisosomal membrane integrity, release of cathepsin B 

to cytosol and atypical morphological alterations in cytoskeleton, particularly in the 

arrangement of actin filaments. Analysis of the functional status of mitogen-activated 

protein kinases (MAPKs) and the cellular redox state showed that such events were 

mediated by reactive oxygen species and occurred through c-Jun N-terminal kinase (JNK) 

activation. Additionally, exposure of keratinocytes to the different stress inducers was 

followed by low molecular weight tyrosine protein phosphatase (LMWPTP) activation, 

which is responsible for the regulation of important signaling pathways associated to cell 

survival and death. It is important to highlight the novelty of these results showing 

alterations in the cytoskeleton and the action of protein kinases and phosphatases during 

exposure of keratinocytes to hyperosmotic and oxidative stresses. In fact, the development 

of more efficacious therapies against skin diseases depends on the establishment of the 

relationships between the survival and death signaling pathways in keratinocytes. In this 

direction, this work contributes to a better understanding of the keratinocyte biology and 

the improvement of traditional dermatological therapies. 
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1. INTRODUÇÃO 

A pele é o maior órgão do corpo, atingindo cerca de 16% do peso corporal 

dos animais (Bauer e Aiken, 1989; Gonzales, 2010). Ela possui diversas funções 

como proteção do organismo contra a perda de água e atrito, armazenamento de 

gordura, carboidratos e proteínas. Além disso, também participa ativamente nos 

processos de termorregulação corporal, formação de vitamina D3, resposta 

imunológica e, atua como receptor sensorial (Gurtler et al., 1994; Gonzales, 2010).  

Devido ao fato da pele constituir a principal interface entre o ambiente e o 

organismo, ela é considerada uma barreira efetiva contra diversos tipos de 

estresse entre eles destacam-se a radiação ultravioleta (UV), a desidratação, o 

estresse mecânico e alterações na temperatura, além de fatores endógenos 

liberados pelas células, como por exemplo, em resposta à inflamação. Assim, a 

pele detém propriedades bioquímicas e mecânicas únicas que a tornam uma linha 

de defesa eficiente contra tais condições estressantes (Fig.1). A epiderme é um 

epitélio estratificado capaz de auto-renovação. A perda de células diferenciadas 

da superfície é balanceada por células que deixam a camada basal proliferativa e 

entram em diferenciação, migrando em direção à camada córnea (Watt, 1989; 

Fuchs e Byrne, 1994; Gonzales, 2010). Além disso, a camada basal é formada por 

células-tronco e queratinócitos. O queratinócito é o principal tipo celular da pele e, 

portanto, o principal alvo das alterações mediadas pelos diferentes tipos de 

estresse (Denning, 2004; Raj et al., 2006). O nome queratinócito deriva da 

presença de queratina que compreendem > 50% da massa proteica celular. 
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Figura 1: Esquema de uma secção transversal da pele. No esquema estão representadas a 
epiderme (e) e a derme (d), além de folículos pilosos (h), glândulas sudoríparas (g) e glândulas 
sebáceas (s) constituintes da pele. Na projeção estão representadas a epiderme (e) e parte da 
derme subjacente. A epiderme é constituída principalmente de queratinócitos dispostos em 
camadas, com destaque para o estrato córneo (sc), formado por células escamosas superficiais 
cornificadas (queratinócitos em estágio final de diferenciação), e para as células basais (b), além 
de outros constituintes como os melanócitos (m) e as células de Langerhans (lc). Pequenos vasos 
(v), fibroblastos (f), mastócitos (mc) e células dendríticas (dc) são constituintes representativos da 
derme. Fonte: Robbins e Cotran (2005). 
 

Este tipo celular enquanto migra da camada basal para formar o epitélio, 

adquire gradualmente quantidades crescentes de queratina formando uma rede 

altamente dinâmica. Além disso, essa rede torna-se fisicamente resistente devido 

à presença do complexo juncional formado principalmente pelos desmossomos, 

zônulas de aderência, zônulas de oclusão, junções comunicantes e os 

hemidesmossomos. As junções podem ou não empregar proteínas integrais de 

membrana, associadas ou não a elementos do citoesqueleto, o que confere força 

e rigidez ao epitélio. Apesar da diferenciação terminal dos queratinócitos causar 

morte celular e esfoliação, os filamentos de actina permanecem intactos formando 

o centro estrutural da camada morta da pele queratinizada, protegendo contra a 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Desmossomos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Z%C3%B4nulas_de_ader%C3%AAncia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Z%C3%B4nulas_de_oclus%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Citoesqueleto
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abrasão (Denning, 2004). Desta forma, a integridade desta camada atua como 

uma barreira impermeável para impedir a dessecação, possuindo a importante 

função de barreira entre o organismo e o ambiente. Esta função impede que 

ocorra a invasão de patógenos, agressões químicas e físicas, assim como a perda 

de água e solutos (Freinkel e Woodley, 2001; Gonzales, 2010; Prosch et al., 

2010).  

Os requerimentos para a proliferação, migração e diferenciação terminal de 

queratinócitos envolvem um programa de alterações sequenciais na expressão 

gênica e na estrutura celular. Além disso, os queratinócitos devem responder às 

alterações ambientais, invasões por patógenos e lesões de forma a restaurar e/ou 

manter rapidamente esta barreira. O delicado equilíbrio entre robustez e morte 

celular deve-se a uma regulação única e sutil, envolvendo inúmeras vias de 

sinalização e diversos sinais extracelulares que devem ser interpretados 

corretamente pelos queratinócitos a fim de realizarem a função apropriada na 

epiderme (Denning, 2004). Embora a epiderme apresente como característica a 

capacidade da epiderme de produzir queratinócitos permita que a pele mantenha 

suas funções durante toda a vida do indivíduo, ela também predispõe o 

queratinócito a ser o tipo celular de maior incidência de câncer em humanos 

(carcinoma de células basais e carcinoma de células escamosas), além de 

contribuir para o aparecimento de outras doenças dermatológicas (Ahn et al., 

2003; Lee et al., 2005; Haass et al., 2006). Hiperplasia epidérmica ou 

hiperqueratose também é observada em doenças como psoríase, queratose 

actínica, queratose seborreica, verrugas e líquen simples crônico (Raj et al., 2006). 
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1.1. Estresse oxidativo e estresse hiperosmótico em queratinócitos 

 

Os queratinócitos representam os principais componentes da epiderme e 

respondem a diferentes tipos de estresse, modulando vias de sinalização que 

podem levar a apoptose, sobrevivência, senescência ou diferenciação celular. 

Desta maneira, o destino dos queratinócitos expostos aos diversos estímulos 

estressores irá depender, entre outros fatores, da intensidade e duração do 

estímulo estressor, bem como do próprio contexto celular. 

 

1.1.1. Estresse oxidativo 

 

Entre os tipos de estresse aos quais os queratinócitos são submetidos, o 

mais estudado e, talvez, o de maior relevância fisiológica, é o estresse causado 

pela radiação ultravioleta (UV) (Matsumura et al., 2004; Assefa et al., 2005; 

Krutmann, 2006). A geração de espécies reativas de oxigênio (EROs), tais como 

peróxido de hidrogênio (H2O2), radical hidroxila (OH•) e ânion superóxido (O2
•⁻), 

possui papel central em iniciar e dirigir muitos dos eventos de sinalização que 

medeiam a resposta celular à irradiação UVA (ultravioleta de comprimento de 

onda entre 400 e 320 nm, também conhecido como onda longa ) e UVB 

(ultravioleta de comprimento de onda entre 320 e 280 nm, também conhecido 

como onda média ) (Wang et al, 1998; 2000; Maziere et al., 2001; Schieke et al., 

2004; Assefa et al., 2005; Krutmann, 2006; Merk et al., 2006). 

As espécies reativas de oxigênio (EROs) podem ser formadas durante 

períodos de estresse celular ou podem ser geradas metabolicamente sob 
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condições normais como consequência do metabolismo aeróbio celular, ativação 

de receptores de fatores de crescimento ou como parte da resposta imune 

inflamatória. Adicionalmente, EROs são formadas fotoquimicamente e servem 

como mediadores de respostas celulares durante a irradiação UVA empregada 

para fins cosméticos e terapêuticos como, por exemplo, a terapia fotodinâmica 

(Krutmann, 2006). A alta reatividade química das EROs e sua capacidade de 

reagir com diferentes moléculas de maneira destrutiva têm sido explorada em 

diferentes terapias visando a eliminação de queratinócitos que tenham acumulado 

mutações ou outros danos genéticos (Takahashi et al., 2004). Contudo, a mesma 

reatividade e alta capacidade de eliminação celular que fazem das EROs 

potenciais agentes fototerapêuticos indutores de morte celular, também estão 

frequentemente associadas aos diversos efeitos colaterais, agudos ou crônicos na 

pele humana, os quais não podem ser separados dos efeitos benéficos da 

irradiação UV (Matsumura et al., 2004; Krutmann, 2006; Merk et al., 2006). 

Em doses fisiologicamente relevantes, a geração de EROs pela radiação 

UV ativa inúmeras vias de sinalização, causa peroxidação lipídica e induz dano 

oxidativo ao DNA e proteínas celulares. Queratinócitos que são severamente 

danificados e impossibilitados de reparar o DNA induzem apoptose como um 

mecanismo de escape, causando sua própria eliminação em benefício do 

organismo. Neste processo, a proteína supressora de tumor p53 possui um 

importante papel, induzindo a parada do ciclo celular na fase G1 em resposta à 

irradiação UV (Campbell et al., 1993). Células que não possuem a proteína p53 

funcional são incapazes de reparo e acumulam mutações. Além disso, a proteína 

p53 foi associada à resposta de queratinócitos ao estresse, incluindo o câncer de 
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pele. Vários estudos demonstraram que a apoptose de queratinócitos induzida 

pela radiação UV, estresse oxidativo, ou agentes citotóxicos, é precedida pela 

despolarização da membrana mitocondrial, liberação do citocromo c e ativação de 

caspase 9 (via intrínseca de ativação da apoptose) (Assefa et al., 2000; Takahashi 

et al., 2001). Além disso, tanto a multimerização dos receptores de morte membro 

6 da superfamília de receptores de fator de necrose tumoral (Fas), que levam à 

ativação de caspase 8 (via extrínseca de ativação da apoptose), como a clivagem 

e ativação da proteína pró-apoptótica Bid pela caspase 8 são importantes eventos 

para a amplificação da resposta apoptótica (Assefa et al., 2000; Takahashi et al., 

2001).  

Na maioria dos sistemas envolvendo queratinócitos, a apoptose induzida 

pela radiação UV provavelmente é dependente das caspases, embora não exclua 

a indução de morte apoptótica independente da atuação dessas proteases, a qual 

seria mediada pela translocação do fator de indução de apoptose (AIF) para o 

núcleo (Liu et al., 2006). De maneira geral, embora as caspases 8 e 9 pareçam ser 

ativadas concomitantemente pela luz UV, a ativação da caspase 9 upstream é 

crítica para estas respostas (Sitailo et al., 2002). 

 

1.1.2. Estresse hiperosmótico 

 

Devido ao fato da pele constituir a principal interface entre o organismo e o 

ambiente, o estresse hiperosmótico também é considerado um importante fator 

estressor de queratinócitos, capaz de alterar a estrutura e função epidérmica. 

Neste contexto, quando a camada córnea é sensibilizada devido à ação de 
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diversas patologias, como dermatoses, eczemas e psoríase, ela não exerce sua 

função protetora adequadamente, deixando as camadas epidérmicas subjacentes 

mais suscetíveis aos efeitos do estresse (Denda et al., 1998; Garmyn et al., 2001). 

Além disso, a exposição da pele a eventos como variações de temperatura e 

umidade ambiental ou a substâncias metabolicamente inertes, tais como o 

sorbitol, também provocam alterações na homeostase da epiderme, estando 

associadas ao estresse hiperosmótico (Dascalu et al., 2000; Rodríguez et al., 

2002). O sorbitol ou D-glucitol é um poliálcool encontrado naturalmente em 

diversas frutas, sendo obtido a partir da hidrogenação da glicose. Substâncias não 

iônicas e osmoticamente ativas, como o sorbitol e o manitol, são geralmente 

utilizadas como agentes estabilizantes ou preservativos. O sorbitol é o poliol mais 

conhecido e sua aplicação na indústria alimentícia como adoçante é amplamente 

difundida. Além disso, ele apresenta diversas aplicações na indústria farmacêutica 

e é utilizado em formulações cosméticas. Isso se deve as suas propriedades 

químicas que garantem baixa reatividade e sua ação umectante. Na indústria 

farmacêutica e cosmética, ele é usado para aumentar a estabilidade de princípios 

ativos, principalmente em formulações para aplicação tópica ou transdérmica, 

prevenindo a floculação e a coagulação. Seu emprego na indústria de cosméticos 

também se deve a sua ação umectante e emoliente (Jonas e Silveira, 2004). 

Apesar de sua ampla utilização, os mecanismos associados à resposta dos 

queratinócitos ao sorbitol ainda são pouco conhecidos. Portanto, o estudo dos 

efeitos do estresse hiperosmótico causado pelo sorbitol sobre o principal 

constituinte da epiderme é altamente oportuno e desejável. 
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Embora o estresse hiperosmótico possa provocar a morte de células da 

epiderme, em queratinócitos, este estímulo estressor pode ativar diferentes vias 

de sinalização, levando à morte ou à diferenciação celular (Maldonado et al., 2005; 

Eisner et al., 2006; Reinehr e Häussinger 2006; Criollo et al., 2007; Mammone  

et al., 2008). Estudos demonstraram que a apoptose induzida pelo choque 

hiperosmótico pode ser ativada por mecanismos moleculares distintos, sendo, 

muitas vezes, facultativa a ocorrência de eventos como ativação de caspases, 

liberação do citocromo c e aumento da produção de EROs (Criollo et al., 2007; 

Kroemer et al., 2007). A translocação do AIF e alterações no potencial 

transmembrânico mitocondrial (m) relacionam-se à ativação da apoptose sem 

participação de caspases (Criollo et al., 2007). Adicionalmente, dados da literatura 

demonstraram que em queratinócitos humanos, o estímulo hiperosmótico causa 

aumento transitório da concentração de cálcio intracelular, aumento da expressão 

de proteínas do choque térmico (Hsp), ativação de caspases e ativação da 

proteína quinase ativada por mitógeno p38 (MAPK p38) e da proteína quinase 

ativada por estresse c-Jun N-terminal (JNK/SAPK) (Garmyn et al., 2001;  

Diker-Cohen et al., 2006). Interessante observar que a exposição de 

queratinócitos ao estímulo hiperosmótico também induz aumento na expressão de 

importantes marcadores de diferenciação deste tipo celular, como, por exemplo, 

as proteínas queratina 1 e 10 e a proteína involucrina (Mammone et al., 2008). 
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1.2. Sobrevivência e morte celular de queratinócitos 

 

Os diferentes tipos de morte celular conhecidos são classificados de acordo 

com aspectos morfológicos (morte apoptótica, necrótica ou autofágica), 

enzimáticos (com ou sem o envolvimento de nucleases, caspases, catepsinas e 

outras proteases) e funcionais (morte celular programada e acidental fisiológica ou 

patológica) (Kroemer et al., 2009). A apoptose é definida como um mecanismo de 

morte celular geneticamente programado e conservado evolutivamente, que 

capacita as células a desencadearem um processo de morte altamente regulado 

em resposta a estímulos inerentes ao desenvolvimento normal ou em situações de 

estresse celular. Desta maneira, a apoptose é considerada a principal forma de 

“suicídio celular”, exercendo papel central em vários processos fisiológicos, 

essenciais para a manutenção da homeostase em organismos multicelulares 

(Hetz e Glimcher, 2008; Krysko et al., 2008). 

Os mecanismos moleculares responsáveis pela execução e regulação da 

apoptose foram amplamente caracterizados levando a um crescente 

conhecimento dos aspectos bioquímicos responsáveis pelas características 

morfológicas, enzimáticas e funcionais específicas deste tipo de morte celular 

(Degterev et al., 2003; Orrenius et al., 2003; Krysko et al., 2008; Kroemer et al., 

2009). De maneira simplificada, a apoptose é um mecanismo de morte celular 

desencadeado por estímulos intra ou extracelulares, que leva à ativação de 

caspases (cysteine aspartate-specific proteases), um grupo de cisteíno peptidase 

capaz de clivar substratos exclusivamente após um resíduo de ácido aspártico 

(Asp), sendo esta especifidade pouco comum entre o grupo das proteases (Turk e 
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Stoka, 2007). Estas enzimas proteolíticas são responsáveis pelas características 

típicas de morte celular apresentada pelas células apoptóticas. A ativação das 

caspases pode ocorrer por duas vias sinalizadoras. A via extrínseca (Fig. 2B). é 

desencadeada pela ativação de receptores de morte da família do fator de 

necrose tumoral (TNFR), enquanto que, na via intrínseca (Fig. 2A) a mitocôndria é 

mediadora chave do processo de apoptose (Guimarães e Linden, 2004; Criollo  

et al., 2007; Kroemer et al., 2009). Uma vez ativadas, as caspases colapsam a 

infra-estrutura celular, desintegrando o citoesqueleto, desarranjando 

metabolicamente a célula e causando a fragmentação genômica (Schmitt  

et al., 1999; Köhler et al., 2002; Ghobrial et al., 2005).  

Embora atualmente seja consenso a participação das caspases no 

mecanismo molecular de iniciação e execução da apoptose, é importante ressaltar 

a existência de uma variedade de funções dessas enzimas não relacionadas à 

apoptose. As caspases também participam de processos diversos como a 

regulação da resposta imunológica e o controle da progressão do ciclo celular. 

Além disso, recentemente, diversos trabalhos relacionam a participação de 

caspases, em particular a caspase 14, no processo de diferenciação celular de 

queratinócitos e de células pré-osteoblásticas (Denecker e Declercq, 2008; 

Mammome et al., 2008; Chaves Neto et al., 2010). Assim, a ativação de caspases 

em uma célula não é sinônimo de indução de apoptose, sendo que o número de 

caspases ativas, a exata localização celular onde são ativadas, a abundância de 

inibidores específicos e o tipo de caspase ativada constituem determinantes 

centrais do destino celular (Los et al., 2003). 
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Além disso, em resposta ao estresse, os queratinócitos ativam vias de 

sinalização que podem levar à morte celular programada ou à sobrevivência. O 

balanço entre os sinais de morte e sobrevivência determinarão o destino celular 

(Eckert et al., 2002). Neste sentido, a reorganização na membrana e 

internalização de receptores da superfície celular como o receptor do fator de 

crescimento epidérmico (EGFR), a fosforilação e desfosforilação de MAPKs e 

alterações na expressão gênica constituem etapas essenciais da resposta celular 

aos eventos fisiológicos e patológicos disparados por efetores extracelulares tais 

como hormônios, mitógenos, carcinógenos, citocinas, neurotransmissores e 

xenobióticos (Raj et al., 2006). 

As vias de sinalização que levam à morte celular são mediadas, 

principalmente, pela fosforilação das quinases JNK e MAPK p38 (Kyriakis e 

Avruch, 2001; Eckert et al., 2002; Wada e Penninger, 2004).  

Inúmeros trabalhos demonstram ativação de JNK e MAPK p38 em 

queratinócitos por vários fatores de estresse incluindo radiação UV, estresse 

oxidativo, choque térmico, citocinas pró-inflamatórias e choque osmótico (Shimizu 

et al., 1999; Brenneisen et al., 2002; Cheng et al., 2002; Ravid et al., 2002; Bode e 

Dong, 2003; Schieke et al., 2005; Diker-Cohen et al., 2006; Krutmann, 2006). 

Estas quinases medeiam, entre outros processos, a interrupção do ciclo celular, 

reparo e apoptose, atuando sobre diferentes substratos como proteínas do 

citoesqueleto, outras quinases, fosfatases, fosfolipases e fatores de transcrição 

(Bode e Dong, 2003). Estudos demonstraram a fosforilação e estabilização da 

MAPK p38 como eventos iniciais da sinalização induzida pela radiação UV em 

queratinócitos, precedendo a ativação de caspases (Shimizu et al., 1999). De fato, 
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a inibição da MAPK p38 impede a translocação de Bax para a mitocôndria e a 

liberação do citocromo c. Além disso, a radiação UVB pode ativar vias apoptóticas 

pela indução da ceramida sintase e síntese de ceramida (Uchida et al., 2010). 

Ceramidas também foram caracterizadas como mediadoras da sinalização 

induzida por UVA/oxigênio singlete, levando à ativação do fator de transcrição  

AP-2 e à consequente expressão de moléculas de adesão intercelular-1  

(ICAM-1) em queratinócitos normais (Grether-Beck et al., 1996). 

Em contraste, as vias de sobrevivência intracelulares são constitutivamente 

ativas, mantendo a viabilidade celular. Porém, elas podem ser ativadas para 

contra-atacar mecanismos de morte induzidos por estresse (Eckert et al., 2002). A 

proteína quinase ativada por sinal extracelular (ERK1/2), a fosfatidilinositol-3 

quinase (PI3K) e a quinase Src (proteína tirosina quinase proto-oncogênica Src ou 

pp60c-src) são importantes mediadoras de vias promotoras da sobrevivência de 

queratinócitos (Calautti et al., 1998; Datta et al., 1999; Jost et al., 2001; Eckert  

et al., 2002; Bowen et al., 2003). Fatores de crescimento, incluindo o fator de 

crescimento epidérmico (EGF) e o fator de crescimento de queratinócitos, agem 

de maneira autócrina ou parácrina para estimular seus receptores cognatos, 

levando à ativação de inúmeras vias de sinalização de sobrevivência (Datta et al., 

1999; Jost et al., 2001; Bowen et al., 2003; Wang et al., 2003). A sinalização 

mediada por EGFR estimula a cascata de MAPKs que resulta na fosforilação 

sequencial e ativação das MAPK quinases (MEKs) e ERKs. Além disso, a 

sinalização desencadeada por EGF estimula uma segunda via de sobrevivência 

envolvendo a ativação induzida pela PI3K da proteína serina-treonina quinase Akt 

(PKB; proteína quinase B) (Wang et al., 2003). O eixo PI3K/Akt tem papel chave 
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na transdução de sinais de sobrevivência e eventos de adesão mediados pelas 

caderinas. A fosforilação da Akt inibe a atividade da proteína pró-apoptótica de 

domínio único BH3, Bad, e dos fatores de transcrição da família Forkhead (FoxO) 

(Calautti et al., 2005; Raj et al., 2006). A Akt também promove a sobrevivência de 

queratinócitos por efeitos indiretos sobre a p53 e o fator nuclear B (NFB). A 

ativação do fator de transcrição NFB pela sinalização via Akt pode promover a 

sobrevivência de queratinócitos pela modulação da expressão de proteínas 

inibidoras de apoptose (IAPs), as quais atuam na inibição de caspases, ou de 

proteínas adaptadoras do receptor de morte envolvido na cascata de sinalização 

do TNF (TRAF) (Nickoloff et al., 2002; Assefa et al., 2005). Evidências acerca do 

papel crítico da E-caderina em orquestrar os sinais celulares, favorecendo a 

sobrevivência e a diferenciação de queratinócitos epidérmicos, indicaram que a via 

de sinalização PI3K regula a escolha entre diferenciação e morte por um 

mecanismo que requer a cooperação entre a atividade de tirosina quinases, como 

Src e EGFR, e as funções adesivas da E-caderina (Calautti et al., 2005). 

Finalmente, é importante salientar que o estímulo apoptótico pode ativar, 

simultaneamente, múltiplas vias de sinalização em queratinócitos. Por exemplo, 

vários estudos demonstram que o fator de necrose tumoral- (TNF-) e a radiação 

UVB podem ativar a via de morte induzida pela MAPK p38 e as vias de 

sobrevivência MEK/ERK e Akt/NFB (Nickoloff et al., 2002). Produtos das vias das 

MAPKs interagem em um complexo MAPK p38/ERK que transloca para o núcleo 

em resposta à ativação da proteína quinase C delta (PKC) (Efimova et al., 2004). 

Desta forma, os queratinócitos coordenam um delicado balanço entre forças  
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pró-apoptóticas e anti-apoptóticas em resposta ao estímulo extracelular, 

deslocando o equilíbrio no sentido de sobrevivência ou morte celular quando uma 

das vias predomina (Calautti et al., 2005). Tendo em vista o papel da apoptose no 

mecanismo de eliminação de células geneticamente ou funcionalmente 

danificadas, é razoável supor que falhas no mecanismo apoptótico de eliminação 

celular contribuam significativamente para o aparecimento de células tumorais 

(Allombert-Blaise et al., 2003; Calautti et al., 2005). De fato, a apoptose representa 

um importante mecanismo de defesa contra o câncer, incluindo os casos de 

neoplasias dérmicas, onde queratinócitos que acumulam mutações ou outros 

danos genéticos como consequência da exposição à radiação UV ou estresse 

oxidativo são eliminados por este processo. Embora possa parecer, à primeira 

vista, que o mecanismo molecular associado à apoptose de queratinócitos seja 

deflagrado em ocasiões que requerem a morte celular, estudos indicam que a 

relação entre a maquinaria apoptótica e o destino dos queratinócitos não é simples 

(Eckert et al., 2002). De fato, neste tipo celular, a ativação da maquinaria 

apoptótica nem sempre é sinônimo de morte celular, o que sugere a existência de 

uma complexa e altamente integrada rede molecular responsável pelo destino dos 

queratinócitos (Eckert et al., 2002). Nessa rede, a maquinaria molecular apoptótica 

compartilha inúmeros mecanismos efetores e diversas moléculas (proteínas) 

sinalizadoras com outros processos celulares como, por exemplo, a diferenciação 

(Allombert-Blaise et al., 2003; Calautti et al., 2005). 

Embora a apoptose e a diferenciação de queratinócitos compartilhem 

alguns mecanismos efetores de sinalização, eles são processos distintos, 

executados em tempos diferentes e com resultados biológicos diversos: o primeiro 
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levando à eliminação de células mortas individuais dos tecidos em horas, 

enquanto que o segundo reside na sobrevivência e maturação sincronizada de 

todas as camadas de células em semanas (Maruoka et al., 1997; Gandarillas, 

2000). Como dois mecanismos com finalidades tão diferentes podem compartilhar 

vias de sinalização ainda não foi totalmente esclarecido e, certamente, o crescente 

conhecimento sobre esses processos terá importantes implicações na elucidação 

da biologia deste tipo celular e, consequentemente, na terapêutica dermatológica. 

 

1.3. Lisossomos e apoptose 

 

Recentemente, grande importância é atribuída à participação dos 

lisossomos nos processos de morte celular. A princípio, os lisossomos eram 

organelas apenas relacionadas com os mecanismos de morte celular autofágica e 

necrótica, tendo importância somente na eliminação dos corpos apoptóticos (Ferri 

e Kroemer, 2001; Leist e Jäättela, 2001). Atualmente, devido ao crescente 

conhecimento sobre os mecanismos moleculares de morte celular, sua 

participação na indução de apoptose é fato cientificamente confirmado (Guicciard 

et al., 2004; Kirkegaard e Jäättela, 2009). A descrição da ruptura e/ou 

permeabilização parcial da membrana lisossomal ocorre em vários modelos de 

iniciação e execução da apoptose (Guicciard et al., 2000; Foghsgaad et al., 2001; 

Queiroz et al., 2009). O principal fator para seleção entre apoptose induzida pela 

via lisossomal e necrose mediada pelas enzimas lisossomais relacionam-se com a 

permeabilização lisossomal e, consequentemente, com a quantidade de enzimas 

proteolíticas lançadas para o citosol (Kirkegaard e Jäättela, 2009). A completa 
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ruptura desta organela e a liberação de uma alta concentração de enzimas 

lisossomais para o citosol resultam em necrose, enquanto que a permeabilização 

parcial da membrana lisossomal pode causar apoptose (Bursch, 2001; Turk et al., 

2002). 

Varios estímulos de morte desencadeiam a permeabilização parcial da 

membrana lisossomal (Guicciardi et al., 2004; Fehrenbacher e Jäättela, 2005). 

Entretanto, os mecanismos envolvidos na ativação da apoptose via lisossomal 

ainda não foram totalmente elucidados (Guicciard et al., 2000; Kirkegaard e 

Jäättela, 2009). 

A catepsina B é uma das enzimas quantitativamente mais abundantes dos 

lisossomos. Ela está envolvida em diferentes processos celulares, como 

processamento e liberação de proteínas, resposta celular a antígenos exógenos e 

mecanismos de morte celular (Foghsgaad et al., 2001; Turk et al.; 2002; 

Werneburg et al., 2002; Guicciardi et al., 2004). A catepsina B apresenta papéis 

importantes na iniciação e execução apoptóticas. Além disso, ela medeia a 

invasão tumoral nos processos neoplásicos (Guicciard et al., 2004). Werneburg e 

colaboradores (2002) descreveram o papel das catepsinas na apoptose. Estes 

autores demonstraram que a catepsina B aumenta a permeabilização da 

membrana lisossomal em hepatócitos, sugerindo que as enzimas lisossomais 

além de serem lançadas para o citosol, também participam da desestabilização da 

membrana lisossomal (Werneburg et al., 2002). A permeabilização da membrana 

lisossomal com consequente liberação das catepsinas para o citosol não está 

limitada à ativação da via intrínseca apoptótica pela liberação do citocromo c, 

clivagem e ativação das caspases 9 e 3 (Kroemer e Jäättela , 2005), podendo 
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também induzir apoptose de maneira independente de caspases (Queiroz et al., 

2009). 

 

1.4. Estado redox celular e apoptose 

 

Os efeitos das alterações redox em eventos celulares e moleculares foram 

muito estudados nos últimos anos. O estado redox das células é uma 

consequência do balanço entre os níveis de EROs formadas pelas células e de 

agentes redutores equivalentes disponíveis (Mccall e Frei, 1999). A elevação nos 

níveis de EROs acima da capacidade celular de tamponamento resulta em 

desequilíbrio e estresse oxidativo potencialmente citotóxico (Alidosst et al., 2006). 

Nesse contexto pró-oxidante, os radicais altamente reativos gerados podem 

danificar o DNA, RNA, o enovelamento de proteínas e componentes lipídicos 

(Mccall e Frei, 1999). Além disso, podem ativar fatores transcricionais que regulam 

a expressão de genes associados à patogenia de algumas doenças, como câncer, 

aterosclerose e diabetes entre outras (Mccall e Frei, 1999). Apesar de várias 

macromoléculas estarem sujeitas ao ataque de EROs, os efeitos deletérios a 

nucleotídeos livres ou ao DNA pode ocasionar danos celulares permanentes (Allen 

e Tresini, 2000). 

A primeira consequência do estresse oxidativo nas células é a alteração 

das propriedades físico-químicas das membranas celulares, causando perda de 

suas funções especializadas (Droge, 2002). O início da peroxidação lipídica ocorre 

pelo ataque de qualquer espécie capaz de abstrair um hidrogênio dos ácidos 

graxos poliinsaturados das membranas com formação de um radical peroxil. Esta 
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reação se propaga tendo como resultado a peroxidação lipídica das membranas 

celulares. Os efeitos das EROs são mais severos na membrana mitocondrial 

interna devido à predominância da cardiolipina em sua constituição (Massoti et al., 

1974). A cardiolipina apresenta importante função no controle da permeabilidade 

da membrana mitocondrial, bem como no estabelecimento do gradiente 

eletroquímico de prótons (Massoti et al., 1974). Desta maneira, a oxidação da 

cardiolipina pelas EROs ativa o mecanismo apoptotótico devido a liberação do 

citocromo c, pois este se encontra ligado aos fosfolipídios da membrana externa 

da mitocôndria (Petrosillo et al., 2003). Além disso, hemoproteínas e complexos de 

ferro não heme e complexos de cobre ou manganês são constituintes de 

membranas celulares capazes de formar radicais livres, provocando a oxidação de 

ácidos graxos, mudanças na fluidez e na permeabilidade da membrana, 

resultando em alterações funcionais (Tyurina et al., 2010). Como a mitocôndria é 

uma organela cuja função depende inteiramente da integridade do sistema de 

membranas, alterações em seus constituintes comprometem a função 

mitocondrial. O acúmulo de produtos de peroxidação lipídica contribuem para a 

liberação de fatores pró-apoptóticos no citosol e consequente ativação do 

mecanismo apoptótico (Tyurina et al., 2010). As membranas mitocondriais 

também possuem enzimas contendo ferro e cobre como cofatores, que catalisam 

a reação do ânion superóxido com H2O2, formando radical hidroxila. Esta reação é 

denominada reação de Fenton (Zhang et al., 1990). 

No entanto, quando a concentração de EROs é maior que a capacidade 

antioxidante mitocondrial, proteínas mitocondriais com grupamento sulfidrila em 

sua estrutura são mais sensíveis a ação de EROs. As modificações na estrutura 
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dessas proteínas geralmente são acompanhadas da alteração de várias funções 

celulares, resultando na inibição do metabolismo de fosfolipídeos, quebra da 

homeostase intracelular do cálcio e, consequentemente, perda do potencial 

transmembrânico mitocondrial e comprometimento do citoesqueleto (Oliver et al., 

1990). Devido a este fato, as células possuem diferentes mecanismos 

antioxidantes envolvidos na proteção contra um eventual dano causado por 

quantidades excessivas dessas espécies altamente reativas (Blair, 2006). Em 

situação de estresse oxidativo as células apresentam dois importantes 

mecanismos de defesa: um sistema de defesa não enzimático, onde o tampão 

redutor tiol, constituído do tripeptídeo glutationa reduzida (GSH) e da proteína 

tiorredoxina (TRX); e um sistema enzimático compreendendo as enzimas 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX) 

(Curtin et al., 2002). 

A principal função desses sistemas é a eliminação ou neutralização das 

EROs formadas no metabolismo celular normal ou em resposta a estímulos 

externos, prevenindo as reações em cadeia iniciadas por esses radicais (Yu, 

1994). No sistema enzimático há participação da enzima SOD citosólica 

dependente de Cu2+ e Zn2+ e da isoforma mitocondrial (SOD mitocondrial) 

dependente de Mn2+ como cofator. Porém, ambas são responsáveis pela 

dismutação de ânion superóxido (O2
•⁻) em H2O2, que pode ser reduzido pela ação 

das enzimas CAT e GPX (Nordberg e Arner, 2001). A CAT é encontrada 

principalmente nos hepatócitos e eritrócitos, estando presente em altas 

concentrações nos peroxissomos e em baixas concentrações nas mitocôndrias 

(Halliwell e Gutteridge, 1990). Ela é responsável pela remoção do H2O2, que é 
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enzimaticamente reduzido a H2O e oxigênio molecular (Yu, 1994). A GPX é uma 

das formas mais eficientes de controle dos níveis de H2O2 e hidroperóxidos (Yu, 

1994). Esta enzima é dependente de GSH e age conjuntamente com a glutationa 

redutase (GR). A GR é responsável pela regeneração da GSH na presença de 

equivalentes redutores na forma de nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 

(NADPH), tendo como objetivo manter o ciclo metabólico da glutationa e da GPX 

(Nordberg e Arner, 2001). 

 

1.5. Sinalização celular e proteínas fosfatases  

 

A transdução de sinal é um mecanismo fundamental no processo de 

adaptação das células aos diferentes estímulos e mudanças ambientais (Galan e 

Bliska, 1996). As respostas celulares são mediadas por cascatas de reações que 

envolvem proteínas quinases, as quais ativam substratos proteicos por 

fosforilação dependente de trifosfato de adenosina (ATP) em resíduos específicos, 

tais como serina/treonina ou tirosina em eucariotos, modulando de forma positiva 

ou negativa a atividade de diversas proteínas. A regulação reversa das quinases é 

realizada pela desfosforilação catalisada por proteínas fosfatases (Bach et al., 

2006). As proteínas fosfatases participam nos mecanismos de transdução de sinal 

modulando uma grande variedade de eventos celulares, tais como metabolismo, 

transcrição gênica, controle do ciclo celular, resposta imune, sobrevivência e 

morte celular (Walton e Dixon, 1993). 

O balanço entre fosforilação e desfosforilação de proteínas é a base para o 

controle de diversos eventos biológicos disparados por efetores extracelulares 
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como hormônios, mitógenos, carcinógenos, citocinas, neurotransmissores e 

substâncias ou metabólitos tóxicos (Ostman e Bohmer, 2001; Ferreira et al., 

2006). As proteínas fosfatases são classificadas como hidrolases que utilizam 

como substratos resíduos de aminoácidos fosforilados. As fosfatases estão 

divididas em duas grandes superfamílias que diferem entre si estruturalmente e 

apresentam mecanismos de catálise distintos (Tonks, 2006). A superfamília das 

serina/treonina fosfatases é composta por enzimas dependentes de íons metálicos 

divalentes, que catalisam reações por um mecanismo em uma única etapa 

(Barford et al., 1998). Por outro lado, as proteínas tirosina fosfatases não 

necessitam de íons metálicos e desfosforilam os resíduos de tirosina em duas 

etapas com formação de um intermediário tiofosforilado (Pannifer et al., 1998). 

A superfamília das proteínas tirosina fosfatases (PTPs) é responsável pela 

hidrólise da ligação éster de fosfato de tirosina das proteínas (Wiland et al., 1996; 

Burke e Zhang, 1998). Devido às diferenças estruturais, essas proteínas são 

divididas em quatro subfamílias: PTPs clássicas específicas, PTPs com dupla 

especificidade (DSPs), PTPs proteína fosfatase reguladora da divisão celular 25 

(Cdc25) e PTPs de baixo peso molecular (LMW) (Zhang, 2005). Ainda que, essas 

enzimas apresentem poucas similaridades em sua sequência, são consideradas 

da mesma superfamília devido ao mecanismo catalítico comum e também pela 

conservação de características estruturais no sítio ativo. O domínio catalítico das 

PTPs consiste de estruturas secundárias a e b, sendo composto de um núcleo de 

folhas-β flanqueado por -hélices (Zhang, 2002). Neste domínio é encontrada a 

cisteína catalítica, característica comum das PTPs, que é inibida por  
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p-cloromercuribenzoato, pervanadato, H2O2 e outros agentes oxidantes (Tonks 

1996; Huyter et al., 1997; Tracey, 2000; Aoyama et al., 2003). Esta característica 

qualifica as PTPs como um importante sensor do estado redox celular, devido à 

oxidação da cisteína do sítio ativo, bloqueando assim a capacidade dessas 

enzimas de desfosforilar seus alvos (Caselli et al.,1998; Aoyama et al, 2003; 

Ferreira et al., 2006; Souza et al., 2009). Fisiologicamente, muitos estímulos, 

incluindo fatores de crescimento e citocinas, induzem a produção de EROs e 

consequentemente, a inibição das PTPs. Desta forma, a oxidação da cisteína no 

sítio catalítico de PTPs promove inibição da atividade dessas fosfatases, 

constituindo importante mecanismo regulatório da atividade catalítica dessas 

enzimas (Souza et al., 2009).  

As PTPs de baixa massa molecular (LMWPTPs) constituem um grupo de 

proteínas tirosina fosfatases específicas de 18 kDa (pertencentes à classe II), 

amplamente expressas em diferentes tecidos, conhecidas como fosfatase ácida 

solúvel (ACP1). Em humanos são codificadas por uma única cópia do gene ACP1, 

localizado no cromossomo 2, cuja transcrição origina quatro diferentes RNAs 

mensageiros por um complexo sistema de splicing alternativo. Das quatro 

isoformas de LMWPTP apenas duas, isoforma 1 e isoforma 2, demonstraram ser 

cataliticamente ativas, exercendo funções até o momento consideradas idênticas 

(Modesti et al., 1998; Souza et al., 2009). A LMWPTP é reconhecida pela 

capacidade de interação com diferentes receptores tirosina quinase, receptor de 

fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR), receptor de insulina e seu 

substrato (IRS) e receptor ephrin do tipo A2 (EphA2R), com proteínas de 

ancoragem (β-catenina) e com proteínas do citoesqueleto (Berti et al., 1994; 



24 

 

 

Chiarugi et al., 2000). Desta forma, ela possui importante papel na regulação da 

proliferação celular uma vez que sua ativação pode estar relacionada à 

desfosforilação de receptores de fatores de crescimento e moléculas de 

sinalização, inibindo assim a proliferação celular. Sua atividade também está 

relacionada à desfosforilação do EphA2R, levando à desestabilização da adesão 

célula-célula, contribuindo no processo apoptótico ou no fenótipo de célula tumoral 

com maior potencial metastático (Souza et al., 2009).  

Dentre as proteínas fosfatases, a proteína fosfatase 2A (PP2A) é a principal 

proteína serina/treonina fosfatase envolvida na regulação de vias celulares de 

transdução de sinal (Yu et al.,  2004). A relação entre PP2A e a regulação do 

processo apoptótico envolve, entre outras ações, sua ativação por ceramida, a 

qual é implicada na desfosforilação do resíduo de Ser70 de Bcl-2, e consequente 

ativação da atividade anti-apoptótica desta proteína (Tamura et al., 2004). No 

entanto, a função pró-apoptótica da PP2A está relacionada ao seu papel na 

progressão do ciclo celular, crescimento e sobrevivência celular, inibindo direta ou 

indiretamente as quinases cdc2, MAPKs e Akt, regulando negativamente o 

crescimento celular pela desfosforilação e inativação de MEK e ERK e, desta 

forma, estimulando o processo apoptótico (Schontal, 2001; Chiang et al., 2003). 

 

1.6. Metaloproteinases  

 

Migração, proliferação, estratificação e diferenciação de queratinócitos são 

etapas envolvidas na formação do epitélio que ocorre durante toda a vida do 

indivíduo (O’Toole, 2001). Esses processos dependem de uma intensa relação 
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entre componentes da matriz extracelular (MEC), moléculas de adesão celular e 

citoesqueleto, que modulam a motilidade dos queratinócitos. A sinalização via 

integrinas e a secreção de colagenases são eventos desses processos, estando 

acoplados a mecanismos de transdução de sinal que modulam a transcrição 

gênica (O’Toole, 2001). Neste sentido, a adesão celular à MEC mediada por 

integrinas pode levar à ativação da quinase de adesão focal (FAK) e à 

subsequente ativação de MAPKs que possuem papel fundamental na transcrição 

de genes envolvidos no crescimento e diferenciação. Quando queratinócitos são 

cultivados sobre substratos pró-migratórios observa-se fosforilação da FAK e 

ERK1/2 durante a migração celular (O’Toole, 2001). 

As metaloproteinases (MMPs) fazem parte de uma família de 

endopeptidases dependentes de Zn2+ e representam a maior classe de enzimas 

responsáveis pela degradação ou reabsorção de componentes da MEC. Dentre as 

MMPs, as gelatinases A e B [MMP-2 (72 kDa) e MMP-9 (92 kDa)] respectivamente 

estão envolvidas na proteólise e rompimento de membranas basais, degradação 

de colágenos tipo IV e V, colágenos desnaturados (gelatinas), fibronectina e 

elastina (Kahari e Saarialho-Kere, 1997). 

As MMPs possuem um papel fundamental nos processos normais de 

remodelamento da estrutura da MEC na regeneração tecidual, envelhecimento 

cronológico e deletério da pele, além de inúmeras dermatoses e câncer, sendo 

expressas diferencialmente de acordo com a situação (Kahari e Saarialho-Kere, 

1997; Johansson et al., 2000ab; Ravanti e Kahari, 2000; Rittié, 2002). As MMPs 

são reguladas por inúmeros mecanismos e diferentes vias de sinalização, sendo o 

processo dependente da atuação de citocinas e fatores de crescimento como EGF 
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e TNF-. Em especial, os queratinócitos secretam essas proteases em condições 

normais e sua expressão é aumentada significativamente durante a migração e a 

diferenciação celular (O’Toole, 2001). Estudos demonstraram que as MAPKs 

possuem um importante papel na regulação da secreção da MMP-9 por 

queratinócitos em um mecanismo dependente da ativação dos fatores de 

transcrição AP-1 e NFB (Zeigler et al., 1999; Holvoet et al., 2003). In vitro, a 

MMP-9 é secretada por queratinócitos normais e por células epiteliais tumorais, 

sendo sua regulação de particular interesse em doenças inflamatórias e na 

carcinogênese (Kahari e Saarialho-Kere, 1997; Kobayashi et al., 1998; Bachmeier 

et al., 2000; Johansson et al., 2000b; Vihinen et al., 2005). 

 

1.7. Citoesqueleto 

 

O citoesqueleto compreende uma rede complexa de filamentos de 

proteínas fibrosas que se estende por todo o citoplasma. Essa estrutura é 

altamente dinâmica e reorganizada continuamente sempre que a célula altera sua 

forma, se divide ou em resposta a estímulos endógenos e exógenos. O 

citoesqueleto desempenha um importante papel mecânico de suporte na 

manutenção da forma celular (Xu et al., 2009; Kim e Coulombe, 2010). Além disso, 

alterações no citoesqueleto celular são fundamentais para a transmissão de 

muitos sinais que levam a uma determinada resposta celular frente a um estímulo 

específico. A este respeito, interações entre proteínas de membrana e proteínas 

constituintes do citoesqueleto têm papel central nas respostas celulares 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20S%22%5BAuthor%5D


27 

 

 

(Carraway, 2000). O efeito coordenado das várias proteínas associadas à actina, 

proporcionando uma resposta do citoesqueleto a um sinal extracelular, só é 

possível devido a complexos mecanismos cooperativos de interação entre essas 

proteínas, regulando assim a capacidade de polimerização da actina e a 

organização citoplasmática (Xu et al., 2009; Kim e Coulombe, 2010). Diferentes 

fatores, incluindo agentes externos, podem modificar o metabolismo das proteínas 

do citoesqueleto, sendo que a intensidade e a natureza desses fatores são 

determinantes na ativação de diferentes mecanismos capazes de alterar seu 

funcionamento normal e provocar danos reversíveis ou irreversíveis no 

metabolismo celular (Sivaguro et al., 2003; Toivola et al., 2010). 

Além de modular e controlar importantes funções celulares, sua 

participação é indispensável durante o desenvolvimento do processo apoptótico, 

contribuindo na determinação das alterações morfológicas características do 

processo apoptótico (Cotter et al., 1992). O estudo dos mecanismos moleculares 

responsáveis pelas características morfológicas da apoptose revelou que a 

formação dos blebs e dos corpos apoptóticos é mediada, principalmente, pelas 

proteínas actina e GTPase A(RhoA) (Mills et al., 1998). Estudos recentes 

associaram diferentes componentes do citoesqueleto, principalmente os 

filamentos de actina, a outros eventos mitocondriais como, por exemplo, a 

modulação da produção de EROs e do potencial transmembrânico mitocondrial, 

podendo desta forma contribuir na ativação/regulação do processo apoptótico 

(Leadsham et al., 2010). 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20S%22%5BAuthor%5D
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1.8. Microarranjos de peptídeos (PepChip)  

 

A elucidação da função de proteínas no seu contexto celular constitui um 

dos desafios do proteoma. Sabe-se que a função de proteínas é regulada não só 

pela presença ou ausência de proteínas distintas, mas também pelas 

modificações pós-traducionais e processamento proteolítico que resultam em 

alterações na compartimentalização ou em interações e formação de complexos 

de proteínas específicas. Várias tecnologias têm sido propostas para analisar o 

conteúdo proteico altamente dinâmico e complexo dos sistemas biológicos e um 

desenvolvimento considerável é observado nos últimos anos (Versteeg et al., 

2000; Parikh e Peppelenbosch, 2010). Da mesma forma, a importância da 

fosforilação e desfosforilação de proteínas na regulação do metabolismo celular 

tem atraído a atenção para o desenvolvimento de estratégias que possibilitem o 

estudo desses eventos de forma mais eficiente (Krebs e Graves, 2000; Diks e 

Peppelenbosch, 2004; Parikh e Peppelenbosch, 2010). Classicamente, o estudo 

da atividade quinásica e da fosforilação de proteínas é realizado por western blot. 

No entanto, esta técnica não permite a análise de várias proteínas ao mesmo 

tempo e, portanto, é limitante em estudos clínicos ou em análises de alvos 

moleculares da ação de novos compostos. Neste sentido, a tecnologia de 

microarranjos de peptídeos apresenta um grande potencial para identificação, 

quantificação e estudo funcional de proteínas com uma perspectiva global. 

Recentemente, o grupo do Prof. Maikel Peppelenbosch (Erasmus Medical Center, 

Erasmus University, Holanda) desenvolveu uma técnica denominada Kinoma ou 

PepChip, que consiste basicamente em um microarranjo de peptídeos substratos 
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intermediário. Este processo envolve a formação de ligações dissulfeto catalisada 

por oxidases dependentes de FAD no retículo endoplasmático antes da secreção. 

Evidências indicam que a deficiência de riboflavina em culturas de células 

humanas impede o dobramento e a subsequente secreção de proteínas, tais como 

interleucina-2 (IL-2), apolipoproteína B-100, plasminogênio e imunoglobulinas 

(Camporeale e Zempleni, 2003; Manthey et al., 2005, 2006). O acúmulo de 

proteínas inadequadamente dobradas no retículo endoplasmático desencadeia 

uma resposta de estresse que inclui fosforilação do fator de iniciação de 

eucariotos-2 (eIF-2) e, consequentemente, inibição da tradução, expressão de 

chaperonas que assistem no dobramento de proteínas e ativação da degradação 

dependente de ubiquitina de proteínas dobradas erroneamente (Manthey et al., 

2005). Além disso, esse acúmulo de proteínas parece estar associado ao aumento 

da expressão de genes envolvidos com a parada do ciclo celular e indução de 

apoptose, por exemplo, ativação do fator de transcrição GADD153 (growth arrest 

and DNA damage inducible gene 153), causando diminuição da proliferação 

celular (Manthey et al., 2005). 

Estudos sugerem que os efeitos da deficiência de riboflavina na proliferação 

celular e apoptose também sejam causados pela interferência em outras vias 

dependentes de flavina (Manthey et al., 2006). Em particular, FAD atua como 

coenzima da glutationa redutase, uma enzima essencial para a regeneração da 

glutationa reduzida, a qual possui um importante papel no sequestro de espécies 

reativas de oxigênio, prevenindo o dano oxidativo a proteínas, DNA e outras 

biomoléculas (Grimble, 1997; Hustad et al., 1999). Curiosamente, a riboflavina 
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pode tanto contribuir quanto inibir o estresse oxidativo pela sua dupla capacidade 

de produzir ânion superóxido e, ao mesmo tempo, reduzir hidroperóxidos (Massey, 

2000). O acúmulo de danos oxidativos em proteínas e no DNA pode desencadear 

respostas de estresse como a translocação nuclear do NFB, parada do ciclo 

celular e apoptose. Neste sentido, Manthey e colaboradores (2006) demonstraram 

que a deficiência em riboflavina está associada ao aumento da incidência de 

quebras de fita de DNA e oxidação de proteínas em células hepáticas, levando ao 

estresse celular e à parada do ciclo em G1. 

Na literatura há relatos de que a riboflavina apresenta outras funções 

biológicas atuando como quimioprotetor (Webster, 1996), anti-inflamatório 

(Bertollo et al., 2006), modulador do estado redox (Massey, 2000) e agente 

citotóxico (Edwards et al., 1994, 1999; Souza et al., 2006a). Recentemente, 

resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa revelaram que a riboflavina em 

concentrações da ordem de nanomolar causou a diferenciação de células da 

linhagem pré-osteoblástica MC3T3-E1 (Neto et al., 2011). A riboflavina também 

atua como um fotossensibilizador endógeno, apresentando sensibilidade à 

radiação UV e visível. Ao absorver luz, ela atinge o estado triplete excitado que 

será desativado pela foto-oxidação de um substrato e formação de radicais 

intermediários e EROs, ou pela interação com o oxigênio molecular gerando 

oxigênio singlete (Souza et al., 2005). A capacidade fotossensibilizadora da 

riboflavina em sistemas biológicos está relacionada ao alto potencial redox de sua 

forma triplete ativada. Neste contexto, a riboflavina constitui um fotossensibilizador 
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eficiente que vem sendo estudado com propósitos de aplicação na terapia 

fotodinâmica do câncer. 

A análise das reações de fotodegradação da riboflavina em soluções 

aquosas (aspectos fotoquímicos da riboflavina) evidenciou a formação de um 

conjunto de fotoprodutos que também relacionam-se aos efeitos citotóxicos da 

riboflavina irradiada (Ahmad et al., 2004ab; Holzer, et al., 2005; Ahmad et al., 

2006). Os resultados obtidos mostraram que a riboflavina sofre várias reações de 

degradação, das quais fotólise (fotoredução intramolecular) e fotoadição 

intramolecular são as principais (Fig. 5) (Ahmad et al., 2006; Ahmad et al., 2004a; 

Ahmad et al., 2004b). Como resultado, a fotodegradação da riboflavina em 

soluções aquosas resulta na formação de uma série de produtos, tais como 

lumicromo, lumiflavina e 7,8-dimetil-10-(formilmetil)-isoaloxazina (Figs. 6A-C 

respectivamente). Recentemente, nosso grupo de pesquisa investigou o 

mecanismo molecular envolvido na citotoxicidade dos fotoprodutos gerados pela 

irradiação da riboflavina em células da linhagem de leucemia mielóide aguda HL60 

e da linhagem humana de câncer prostático PC3 (Souza et al., 2006b; Queiroz  

et al., 2007). Seu potencial fototóxico também foi estudado em fibroblastos de 

embrião de camundongos (linhagem celular BALB/c 3T3) e em queratinócitos 

humanos da linhagem HaCaT (Machado et al., submetido). 







36 

 

 

por fatores externos e endógenos como, por exemplo, radiação UV e inflamação, 

ou in vitro pela exposição a agentes oxidantes, como o peróxido de hidrogênio. 

Além de possibilitar o estabelecimento e caracterização bioquímica de um modelo 

experimental in vitro para o estudo de novos compostos com atividades distintas, 

capazes de modular as funções da pele num contexto preventivo ou terapêutico, 

este estudo teve caráter estratégico e promissor ao se considerar a possibilidade 

de parcerias futuras com o setor empresarial para o desenvolvimento de 

compostos de interesse econômico ou tecnologias para avaliação de risco 

dermatotoxicológico, baseadas em novos conceitos sobre as funções da pele em 

nível molecular. Neste sentido, a riboflavina foi selecionada como parte de um 

esforço para se estender os conhecimentos acerca do potencial terapêutico desta 

vitamina também na área dermatológica. 
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2. OBJETIVOS 

 

O principal objetivo deste estudo foi avaliar os mecanismos moleculares 

envolvidos na resposta de queratinócitos da linhagem não tumorigênica humana 

HaCaT ao choque hiperosmótico, causado pelo sorbitol, e ao estresse oxidativo, 

causado pelo peróxido de hidrogênio. Além disso, os efeitos da riboflavina e da 

riboflavina irradiada sobre a viabilidade de queratinócitos submetidos aos dois 

tipos de estresse foram investigados. 

 

Considerando-se os objetivos centrais propostos, os seguintes objetivos 

específicos realizados neste estudo: 

1. Determinação das características morfológicas e bioquímicas da morte 

celular induzida pelo choque hiperosmótico e pelo estresse oxidativo; 

2. Análise da geração de EROs e da expressão de proteínas do sistema 

antioxidante de queratinócitos submetidos aos agentes estressores; 

3. Análise do perfil quinásico de células HaCaT expostas ao estresse 

empregando-se o PepChip e avaliação da expressão e/ou ativação de 

proteínas quinases e fosfatases associadas a vias de sinalização de 

sobrevivência e morte celular; 

4. Avaliação de alterações na organização e na expressão e/ou ativação de 

proteínas envolvidas no remodelamento do citoesqueleto e da matriz 

extracelular;  

5. Avaliação dos efeitos da riboflavina e seus fotoprodutos na viabilidade de 

células HaCaT submetidas ao choque hiperosmótico e estresse oxidativo. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Reagentes 

 

Meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), soro fetal 

bovino (SFB), sulfato de estreptomicina e penicilina foram obtidos da Nutricell 

(Campinas, SP, BR). Riboflavina, sorbitol, peróxido de hidrogênio, vermelho 

neutro, brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio] (MTT), 

geldanamicina (GA), albumina de soro bovino (BSA), cloreto de sódio (NaCl), 

Tween 20, desoxicolato de sódio, o-vanadato, fluoreto de sódio (NaF), aprotinina, 

leupeptina, ditiotreitol (DTT), dodecilsulfato de sódio (SDS), 

tris(hidroximetil)aminometano (Tris), 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina ácido 

etanosulfônico (HEPES), fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), cloreto de potássio 

(KCl), cloreto de magnésio (MgCl2), ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), ácido 

etilenoglicoltetracético (EGTA), fosfato de sódio monobásico (NaH2PO4), glicina, 

hidróxido de sódio (NaOH),bicarbonato de sódio (NaHCO3), cloreto de cálcio 

(CaCl2), gelatina, acrilamida, bis-acrilamida, kit para dosagem de atividade 

fosfatásica (Protein Tyrosine Phosphatase Assay Kit - PTP 101) e ribonuclease 

(RNase) tipo I foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). 

Coomassie Blue R-250, azul de bromofenol, Triton X-100, glicerol, metanol e 

etanol foram obtidos da Merck Sharp & Dohme (Whitehouse Station, NJ, USA). Kit 

colorimétrico para determinação de atividade de lactato desidrogenase (LDH) foi 

obtido da Bioclin (Santa Branca, MG, BR). Anexina V conjugada com isotiocianato 

de fluoresceína (FITC) e com aloficocianina (APC), iodeto de propídeo, anticorpos 
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anti-citocromo c e anti-fosfo-MAPK p38 conjugado com Alexa Fluor-488 (612594) 

foram obtidos da BD Biosciences (San Jose, CA, USA). Anticorpo primário 

policlonal anti-catepsina B e os kits colorimétricos para determinação de atividade 

de caspase 8, caspase 3 e caspase 9 foram obtidos da R&D Systems 

(Minneapolis, MN, USA). Os anticorpos primários anti--actina (sc-1616),  

anti-proteína oncogênica Myc (c-Myc) (sc-764), anti-Bax (sc-493), anti-Bcl-2  

(sc-7382), anti-c-IAP1 (sc-1867), anti-fosfo-proteína fosfatase 2A (PP2A) (Ser 8) 

(sc-12615), anti-PKA (sc-28315) e anti-PARP [poli(ADP-ribose) polimerase]  

(sc-365315) foram obtidos da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). 

Anticorpos anti-superóxido dismutase dependente de manganês (MnSOD) 

(C55069) e anti-catalase (C0979) foram obtidos da Sigma Chemical Co. Os 

anticorpos anti-JNK (9252), anti-MAPK p38 (9212), anti-ERK1/2 (4695),  

anti-fosfo-JNK1/2 (Thr183/Tyr185) (9251), anti-fosfo-MAPK p38 (Thr180/Tyr182) 

(9211), anti-fosfo-Bcl-2 (Ser70) (2827), anti fosfo-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) (9101), 

anti-AIF (4642), anti-caspase 3 clivada (Asp175) conjugada com Alexa 

Fluor-488 (9669), anti-XIAP (2042), anti-fosfo- Janus quinase 1 (JAK1) (Tyr1022) 

(3331), anti-fosfo- Janus quinase 2 (JAK2) (Tyr1007/1008) (3771),  

anti-fosfo- proteína tirosina fosfatase com domínio SH2-2 (SHP2) (Tyr542) (3751), 

anti-Src total (2109), anti-fosfo-Src (Tyr527) (2105), anti-fosfo-Src (Tyr416) (2101), 

anti-proteína quinase Src carboxi-terminal (Csk) (4965), anti-paxilina (2542),  

anti-fosfo-paxilina (Tyr118) (2541), anti-FAK total (3285), anti-cofilina (3312),  

anti-fosfo-cofilina (Ser3) (3311), anti-fosfo-FAK (Tyr397) (3283), anti-fosfo-FAK 

(Tyr925) (3284), anti-RhoA (2117), anti-MMP-2 (4022), anti-Bcl-XL (2762),  
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anti-Hsp90 (4875), anti-Hsp27 (2402) e anticorpo anti-fosfo-Akt (Thr308) 

conjugado com Alexa Fluor-488 (2918) foram obtidos da Cell Signaling 

Technology (Beverly, MA, USA). Anti-fosfo-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) conjugado 

com Alexa Fluor-488 (16-283), anti-fosfatidilinositol-3 quinase subunidade 85 

(PI3K-p85) (06-496), anti- GTPase da subfamília Rac da família das Rho GTPases 

(Rac1) (05-389), anti-fosfo-FAK (Tyr577) (07-831) e anti-AIF foram obtidos da 

Upstate/Millipore (Temecula, CA, USA). Anti-glutationa peroxidase 1 (GPX1) 

(ab59546), anti-gama-glutamil transpeptidase (Gama-GT) (ab55138),  

anti-glutationa (GR) (ab84963) e anti-LMWPTP (ab26232) foram obtidos da 

Abcam (San Francisco, CA, USA). Os anticorpos secundários conjugados com 

peroxidase anti-coelho (7074) e anti-camundongo (7076) foram obtidos da Cell 

Signaling Technology, anti-cabra (sc-2020) da Santa Cruz Biotechnology e  

anti-ovelha (ab6895) da Abcam. Os anticorpos secundários anti-camundongo 

conjugado com Alexa Fluor-488 e anti-coelho conjugados com Alexa Fluor-488, 

594 e 647 foram obtidos da Invitrogen/Molecular Probes (Eugene, OR, USA). 

Fluoromount-G e paraformaldeído foram obtidos da Electron Microscopy Sciences 

(Hatfield, PA, USA). Trihidrocloreto de 2’-(4-etoxifenil)-5-(4-metil-1-piperazinil)-2,5’-

bis-1H-benzimidazol (Hoechst 33342), aglutinina de gérmen de trigo conjugada 

com Alexa Fluor-594 (WGA-594), MitoTracker Green, MitoTracker Deep Red, 

dihidrocloreto de 4’-6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI), perclorato de etil-éster-

tetrametilrodamina (TMRE), Protein A-Sepharose, diacetato de 2’,7’-

diclorofluoresceína (DCFH-DA) e faloidina conjugada com Alexa Fluor-488 foram 

obtidos da Invitrogen/Molecular Probes. Os slides do PepChip foram provenientes 

da PepScan (Lelystad, Holanda). 
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3.2. Métodos 

 

3.2.1. Manutenção de células HaCaT 

 

A linhagem de queratinócitos humanos HaCaT foi gentilmente doada pela 

Dra. Liudmila Kodach (Amsterdam Medical Center, Amsterdam, Holanda).  

As células foram mantidas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB,  

100 g/mL de sulfato de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina (antibióticos), em 

estufa úmida a 37oC contendo 5% de CO2. Para manutenção, as células foram 

cultivadas em frascos de cultura celular com sub-cultivos periódicos a cada 48 h. 

 

3.2.2. Curva de crescimento celular 

 

Para determinação do tempo de duplicação e da fase de crescimento 

exponencial celular, 1 mL da suspensão celular foi plaqueado por poço em meio 

DMEM suplementado com 10% de SFB e antibióticos em placas de 24 poços em 

diferentes densidades celulares (1,5x104, 2,3x104 e 4,3x104 células/mL).  

As células foram mantidas em estufa úmida a 37oC contendo 5% de CO2.  

Após adesão celular (5 h após plaqueamento), as células correspondentes ao 

tempo 0 foram lavadas com solução salina tamponada com fosfato contendo 

cálcio (PBS-Ca2+) e fixadas com solução gelada de ácido tricloroacético (TCA) 5%. 

As demais células foram mantidas em meio DMEM suplementado com 10% de 

SFB e antibióticos por 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 dias. Após os tempos indicados, as 
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células foram lavadas, fixadas e lisadas em 1 mL de NaOH 0,5 mol/L.  

A proliferação celular nos diferentes períodos foi determinada pela diferença entre 

os valores de absorbância (260 nm) dos lisados celulares correspondentes ao final 

e início (tempo 0) do crescimento celular (Souza et al., 2006). O número de células 

foi determinado a partir da absorbância medida em 260 nm, a qual corresponde ao 

conteúdo total de ácidos nucleicos celular. A partir do gráfico em escala semilog 

dos valores de número de células (eixo y) em função do tempo (eixo x), 

determinou-se a fase linear (traço contínuo vermelho) da curva obtida, indicada 

apenas pelos símbolos (sem linha) (Fig. 7; Resultados) e, a seguir, calculou-se o 

tempo necessário para duplicação das células, ou seja, o tempo de duplicação 

celular, a partir da equação da reta (Freshney, 2005). 

 

3.2.3. Exposição das células HaCaT ao choque hiperosmótico (sorbitol) e ao 

estresse oxidativo (H2O2)  

 

As células foram plaqueadas em microplacas de 96 poços a uma densidade 

de 3,5x104 células/mL (200 L) em meio DMEM suplementado com 10% de SFB e 

antibióticos. Ao atingirem a confluência (48 h após o plaqueamento), o meio de 

cultura foi substituído por meio DMEM sem soro, contendo 0,5 mg/mL de BSA. 

Após 24 h, o meio contendo BSA foi removido e as células foram incubadas com 

diferentes concentrações de sorbitol (0,22 mol/L) ou H2O2 (0,14 mmol/L), 

preparadas em meio DMEM sem soro, por 2 h e 4 h respectivamente, em estufa 

úmida a 37oC contendo 5% de CO2. A seguir, a viabilidade celular foi avaliada 
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pelos ensaios de captação do corante vermelho neutro, redução do MTT, 

quantificação de ácidos nucleicos e atividade da LDH (Ravid et al., 2002;  

Diker-Cohen et al., 2006). 

 

3.2.4. Irradiação da riboflavina  

 

Placas de Petri contendo soluções estoques de riboflavina na concentração 

de 175 mol/L, dissolvida em meio DMEM sem soro, foram expostas à radiação 

UVC por 15 min, a uma distância de 40 cm da lâmpada. A irradiação foi realizada 

utilizando-se uma lâmpada UVC (4 W, UVC-11, máx=254,5 nm - Ultraviolet 

Products), cuja irradiância a esta distância foi determinada utilizando-se um 

radiômetro (Cole Parmer Instruments Co., France; UVC-254 nm), obtendo-se o 

valor de 0,383 mW/cm2. A partir deste valor foi calculada a dose de irradiação 

utilizada, sendo igual a 0,345 J/cm2. 

 

3.2.5. Avaliação dos efeitos da riboflavina e riboflavina irradiada sobre a 

viabilidade de células HaCaT 

 

Para os testes de citotoxicidade, 200 L de uma suspensão celular a uma 

densidade de 3,5x104 células/mL foram plaqueadas em microplacas de 96 poços. 

Após 24 h de incubação em estufa úmida a 37oC contendo 5% de CO2, as células 

foram tratadas com diferentes concentrações de riboflavina e riboflavina irradiada 

diluídas em meio de cultura (10175 mol/L). Para avaliação dos efeitos da 
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riboflavina e riboflavina irradiada sobre a viabilidade de queratinócitos expostos ao 

estresse, as células HaCaT foram pré-tratadas com diferentes concentrações de 

riboflavina e riboflavina irradiada (2,5, 5, 20 e 30 mol/L) por 24 h e, 

posteriormente, expostas a 1 mol/L de sorbitol ou 2 mmol/L de H2O2 por 2 e 4 h 

respectivamente. A viabilidade celular foi avaliada pelo teste do MTT. 

 

3.2.6. Análise da viabilidade celular 

 

Ensaio de incorporação do corante vermelho neutro - Após exposição 

aos diferentes tipos de estresse, as células foram lavadas com PBS, pH 7,4 e 

foram adicionados 100 L de meio sem soro contendo 50 mol/L do corante 

vermelho neutro. Após 3 h de incubação em estufa úmida a 37oC contendo 5% de 

CO2, as células foram lavadas com PBS e 100 L de solução de extração  

(1:50 ácido acético glacial:etanol) foram adicionados em cada poço. As placas 

foram agitadas por 20 min e a absorbância correspondente a cada poço foi 

determinada espectrofotometricamente a 540 nm em leitor de microplacas  

(ELx 800 BIO-TEK, Winooski, VT, USA). A viabilidade celular foi estimada 

comparando-se os valores de absorbância do controle com os valores de 

absorbância das células tratadas, sendo expressos em porcentagem em relação 

ao controle (100%). Os resultados representam média ± desvio padrão de três 

experimentos independentes realizados em sextuplicata (Borenfreund e Puerner, 

1985). 
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Ensaio de redução do MTT - Após exposição das células a riboflavina e 

riboflavina irradiada e/ou exposição aos diferentes agentes estressores, as células 

foram lavadas com PBS, pH 7,4 e foram adicionados 100 L de meio de cultura 

sem SFB contendo 0,5 mg/mL de sal de tetrazólio. Após 4 h de incubação em 

estufa úmida a 37oC contendo 5% de CO2, o meio foi cuidadosamente retirado e 

os cristais de formazan produzidos foram solubilizados em etanol absoluto.  

As placas foram agitadas por 15 min e a absorbância correspondente a cada poço 

determinada espectrofotometricamente a 570 nm em leitor de microplacas  

(ELx 800 BIO-TEK). A viabilidade celular foi estimada comparando-se os valores 

de absorbância do controle com os valores de absorbância das células tratadas, 

sendo os valores expressos em porcentagem em relação ao controle (100%).  

Os resultados representam média ± desvio padrão de três experimentos 

independentes realizados em sextuplicata (Mosmann, 1983). 

 

Quantificação de ácidos nucleicos - Após exposição das células aos 

diferentes agentes estressores, o meio de cultura foi removido cuidadosamente, 

as células foram lavadas com PBS-Ca2+, fixadas com solução de TCA 5% gelada, 

lavadas 2 vezes com etanol gelado, secas ao ar e incubadas com 200 L/poço de 

NaOH 0,5 mol/L por 1 h, em estufa a 37oC, para lise celular. A absorbância 

correspondente a cada poço foi determinada espectrofotometricamente a 260 nm 

em espectofotômetro (Ultrospec 2000 UV/Visible Spectrophotometer, Pharmacia 

Biotech, Piscataway, NJ, USA). A viabilidade celular foi calculada comparando-se 

os valores de absorbância do controle com os valores de absorbância das células 
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tratadas, sendo os valores expressos em porcentagem em relação ao controle 

(100%). Os resultados representam média ± desvio padrão de três experimentos 

independentes realizados em triplicata (Souza et al., 2006b). 

 

Determinação da atividade da LDH - Após exposição das células aos 

diferentes agentes estressores como descrito anteriormente, o meio de cultura foi 

coletado, centrifugado a 14.000 rpm (centrífuga Eppendorf 5810R, rotor  

FA-45-30-11) por 15 min e o sobrenadante armazenado a -20oC. A atividade da 

LDH no sobrenadante celular foi determinada utilizando-se kit colorimétrico 

segundo as instruções do fabricante (Bioclin). A quantificação cinética da 

formação do produto lactato foi determinada a partir da velocidade de consumo do 

NADH, medida pela queda da absorbância a 340 nm. Para realização dos testes 

foram adicionados 100 L de sobrenadante celular a 1 mL do reagente de 

trabalho, e a mistura foi homogeinizada e transferida para cubeta de quartzo de  

1 cm de caminho óptico, termostatizada a 37°C. Após 1 min, foi realizada leitura 

inicial em espectofotômetro com arranjo de diodos de Agilent, modelo 8453 com 

dispositivo de Peltier acoplado (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), 

disparando simultaneamente o cronômetro. As leituras foram repetidas após 1, 2 e 

3 min. A média das diferenças dos valores de absorbância por min (ΔA/min) foi 

calculada e utilizada para determinação da atividade da LDH em U/L segundo as 

instruções do fabricante. A atividade enzimática foi expressa em U/L sendo os 

valores expressos em média das absorbâncias. Os resultados representam média 

± desvio padrão de três experimentos independentes realizados em quintuplicata. 
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3.2.7. Pré-tratamento das células HaCaT submetidas aos dois tipos de 

estresse com geldanamicina (GA) 

 

Placas de 96 ou 6 poços contendo suspensão de células HaCaT  

(3,5x104 células/mL) preparadas em meio DMEM suplementado com 10% SFB e 

antibióticos foram incubadas por 72 h em estufa úmida a 37oC contendo 5% de 

CO2. A seguir, as células foram tratadas com diferentes concentrações de GA  

(1 e 3 mol/L) por 3 h e, posteriormente, expostas a 1 mol/L de sorbitol ou  

2 mmol/L de H2O2 como descrito no item 3.2.2. A viabilidade celular foi avaliada 

pelo ensaio de redução do MTT (item 3.2.6) e a atividade de caspase 9 foi 

determinada segundo descrito no item 3.2.8. 

 

3.2.8. Determinação da atividade de caspases 3, 8 e 9 

 

A atividade de caspases foi determinada utilizando-se kits colorimétricos 

específicos segundo as instruções do fabricante (R&D Systems). Após exposição 

das células a 1 mol/L de sorbitol ou 2 mmol/L de H2O2 por 2 e 4 h 

respectivamente, 1x106 células (ou 24 mg/mL de proteínas) foram lavadas com 

solução fisiológica 2 vezes, lisadas com tampão de lise por 20 min e centrifugadas 

a 14.000 rpm (centrífuga Eppendorf 5810R, rotor FA-45-30-11) a 4oC por 10 min. 

A atividade de caspases no lisado celular foi determinada pela quantificação 

espectrofotométrica do cromóforo p-nitroanilina (pNA), liberado após clivagem dos 

substratos X-pNA, sendo que X corresponde às sequências de aminoácidos IETD, 
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LEHD e DEVD reconhecidas pelas caspases 8, 9 e 3 respectivamente.  

A absorbância das amostras foi medida em 405 nm em leitor de microplacas  

(ELx 800 BIO-TEK) e a atividade enzimática foi calculada em pmol/min/mg de 

proteína, sendo o coeficiente de extinção do pNA igual a 10.000 M-1cm-1.  

Os resultados foram representados como média ± desvio padrão em relação ao 

controle (100%) e os testes foram realizados em triplicata. As concentrações de 

proteína foram determinadas pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951). 

 

3.2.9. Citometria de fluxo 

 

Análise da morte celular pela dupla marcação das células com 

Anexina V/PI - Após exposição a 1 de mol/L sorbitol ou 2 mmol/L de H2O2 por  

2 e 4 h respectivamente, 1x106 células foram coletadas, lavadas com PBS gelado 

e ressuspendidas em 100 L de Binding buffer 1X [0,1 mol/L HEPES (pH 7,4);  

1,4 mol/L NaCl; 25 mmol/L CaCl2] para avaliação da morte celular. As amostras 

foram transferidas para tubos de citometria e incubadas com 3 L de anexina  

V-FITC e 25 g/mL de PI por 15 min a temperatura ambiente e ausência de luz. 

Após adição de 300 L de Binding buffer 1X, as células foram analisadas  

(10.000 eventos por amostra) em citômetro de fluxo FACSCalibur  

(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) usando-se o programa CellQuest 2.8 

(BD). A análise da porcentagem das diferentes populações marcadas foi realizada 

usando-se o programa ModFit 3 (Verity Software House). As células controle 
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foram tratadas somente com meio de cultura. Os resultados foram representados 

como média ± desvio padrão de 2 experimentos realizados em duplicata. 

 

 Análise da atividade de MAPKs, Akt, STATs e caspase 3 - Após 

exposição aos agentes estressores conforme descrito acima, as células foram 

lavadas com PBS e tripsinizadas. A seguir, 5x105 células foram coletadas, lavadas 

com PBS e fixadas com paraformaldeído 2% em PBS, a 4ºC por  

30 min. A seguir, as células foram lavadas com 0,1 mol/L de glicina para redução 

da autofluorescência e permeabilizadas com 0,01% de saponina por 15 min, 

ambas diluídas em PBS. As células foram incubadas por 1 h com 10 L dos 

anticorpos específicos conjugados com Alexa Fluor-488 anti-fosfo-MAPK p38,  

anti-fosfo-ERK, anti-fosfo-Akt e anti-caspase 3 (forma clivada e ativa – Asp 175) a 

temperatura ambiente e ausência de luz, ou com anticorpo anti-fosfo-STAT 1, 3 ou 

5 e anti-fosfo-JNK, diluídos segundo as instruções do fabricante, por 2 h.  

Estas células foram incubadas, a seguir, com anticorpos secundários específicos 

conjugados com Alexa Fluor-488 por 1 h a temperatura ambiente e ausência de 

luz. Após lavagem com PBS, as células foram ressuspendidas em 300 L de PBS 

e analisadas (10.000 eventos por amostra) em citômetro de fluxo FACSCalibur 

usando-se o programa CellQuest 2.8. 
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3.2.10. Microscopia confocal 

 

Avaliação de alterações celulares por microscopia confocal - As células 

HaCaT foram cultivadas sobre lamínulas em placas de 25 mm de diâmetro.  

Após 72 h, as células foram incubadas com 2 g/mL de Hoechst, 10 g/mL de 

WGA-Alexa Fluor-594 (WGA-594) e 2 g/mL de MitoTracker Green por 30 min a 

temperatura ambiente e ausência de luz. Após este período, as células foram 

lavadas em meio DMEM sem soro, tratadas com 1 mol/L de sorbitol ou 2 mmol/L 

de H2O2 e as imagens capturadas após 2 e 4 h respectivamente. A exposição da 

fosfatidilserina no lado externo da membrana celular foi avaliada em células 

HaCaT tratadas com 1 mol/L de sorbitol ou 2 mmol/L de H2O2 em meio DMEM 

contendo 5 L de anexina V-APC, por 2 e 4 h respectivamente, a temperatura 

ambiente e na ausência de luz. A captura das imagens foi realizada utilizando-se o 

microscópio confocal LSM 510 META (Zeiss, Jena, Alemanha). Para a excitação 

dos marcadores MitoTracker Green, WGA-594, anexina V-APC e Hoechst foram 

utilizados os lasers Ar 488 nm, HeNe 546, HeNe 633 nm e o laser multifóton  

TiSa 740 nm, que corresponde a excitação em aproximadamente 370 nm, sendo 

as emissões capturadas nos intervalos de 500550 nm, 560610 nm, 635700 nm 

e 410460 nm respectivamente. As imagens foram preparadas utilizando-se os 

programas Examiner 4.2 (Zeiss) e Adobe Photoshop 9.2. 
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Avaliação do potencial de membrana mitocondrial (m) - As células 

HaCaT foram cultivadas sobre lamínulas em placas de 25 mm de diâmetro e após 

48 h, as células foram incubadas com 2 g/mL de Hoechst, 10 g/mL de  

WGA-Alexa Fluor-594 e 10 nmol/L de TMRE por 30 min, a temperatura ambiente e 

ausência de luz. Após lavagem com meio DMEM sem soro, as imagens referentes 

ao tempo 0 foram adquiridas e as células submetidas ao choque hiperosmótico e 

estresse oxidativo conforme descrito anteriormente. As imagens foram obtidas 

com intervalos de 20 s para o choque hiperosmótico e 2 min para o estresse 

oxidativo durante 20 min. Os marcadores WGA e Hoechst foram capturados como 

descrito previamente e o TMRE foi excitado com o laser Ar 488 nm e a emissão 

capturada no intervalo 500550 nm. A captura das imagens foi realizada 

utilizando-se o microscópio confocal LSM 510 META sem utilizar o “pinhole”.  

As imagens foram preparadas utilizando-se os programas Examiner 4.2 e Adobe 

Photoshop 9.2. 

 

 Avaliação da permeabilização da membrana lisossomal - As células 

HaCaT foram cultivadas nas mesmas condições descritas anteriormente. Após 72 

h, as células foram incubadas com 5 g/mL de laranja de acridina (AO) por  

30 min em estufa úmida a 37oC e 5% de CO2. A seguir, o meio contendo AO foi 

removido e lavagens sucessivas com PBS foram realizadas para remoção do 

fluorocromo. Após exposição das células aos diferentes tipos de estresse como 

descrito anteriormente, a captura das imagens foi realizada no microscópio 

confocal LSM 510 META. O fluorocromo metacromático AO foi excitado com o 
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laser Ar 488 nm e a emissão capturada nos intervalos de 500550 nm (verde)  

e 570610 nm (vermelho). As imagens foram preparadas utilizando-se os 

programas Examiner 4.2 e Adobe Photoshop 9.2, sendo a análise da 

sobreposição das imagens realizada no mesmo plano focal. 

 

 Detecção de EROs - As células HaCaT foram cultivadas conforme descrito 

anteriormente e após 72 h, as células foram tratadas com 1 mol/L de sorbitol e  

2 mmol/L de H2O2. A sonda DCFDA (1 mol/L) foi adicionada à cultura celular  

1 h antes do término do tratamento e, ao final, as células foram lavadas 

vigorosamente com PBS e os núcleos foram corados com 10 g/mL de Hoechst. 

O DCFDA foi excitado com laser Ar 488 nm e a emissão capturada no intervalo 

500550 nm. Para o corante Hoechst foi utilizado o laser multifóton TiSa 740 nm, 

com excitação em 370 nm e emissão no intervalo de 410460 nm.  

As células controles foram incubadas somente com a sonda DCFDA e meio de 

cultura. As imagens foram preparadas utilizando-se os programas Examiner 4.2 e 

Adobe Photoshop 9.2, sendo a análise da sobreposição das imagens realizada no 

mesmo plano focal. 

 

Avaliação da localização intracelular de AIF e citocromo c - As células 

HaCaT foram cultivadas conforme descrito anteriormente e após exposição aos 

diferentes tipos de estresse, as células foram lavadas com PBS-Ca2+ e, a seguir, 

com PBS/glicina 0,01 mol/L. As células foram incubadas com 2 g/mL de 

MitoTracker Deep Red por 30 min a temperatura ambiente e ausência de luz. 
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Após este período, as células foram lavadas com PBS e fixadas com 

paraformaldeído 2% em PBS gelado por 40 min e permeabilizadas com PBS 

contendo 0,01% de saponina por 30 min. Após lavagens sucessivas com PBS,  

as células foram incubadas por 2 h com os anticorpos primários específicos  

anti-AIF (1:1000) ou anti-citocromo c (1:1000), a temperatura ambiente e 

protegidas da luz. Posteriormente, as células foram incubadas por 1 h com 

anticorpos secundários específicos conjugados com Alexa Fluor-488, na diluição 

de 1:500, a temperatura ambiente e na ausência de luz. Após lavagem com PBS, 

os núcleos foram corados com 2 g/mL de DAPI por 40 min. Para obtenção das 

imagens, as células foram lavadas com PBS e as lamínulas montadas com 

Fluoromount G. As células foram analisadas em microscópio confocal invertido de 

varredura a laser LSM 510 META. Os seguintes lasers e condições de excitação e 

emissão foram utilizados para os diferentes fluoróforos: Alexa Fluor-488: laser  

Ar 488 nm e emissão em 500550 nm; MitoTracker Deep Red: laser HeNe 633 nm 

e emissão em 640680 nm; DAPI: multifóton TiSa 740 nm, com emissão em 

410460 nm. As imagens foram preparadas utilizando-se os programas Examiner 

4.2 e Adobe Photoshop 9.2, sendo a análise da sobreposição das imagens 

realizada no mesmo plano focal. 

 

Marcação dos filamentos de actina, cofilina e catepsina B - Células 

HaCaT foram cultivadas sobre lamínulas em placas de 24 poços e submetidas aos 

diferentes tipos de estresse conforme descrito anteriormente. As células foram 

lavadas com PBS-Ca2+, fixadas com paraformaldeído 2% em PBS gelado por  
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30 min e permeabilizadas com PBS contendo 0,1% de saponina e 1% de BSA por 

15 min. As células foram, então, incubadas com 10 g/mL de faloidina-Alexa 

Fluor-488 e, a seguir, incubadas por 1 h com anticorpo anti-cofilina (1:500) ou  

anti-catepsina B (1:50). Posteriormente, as células foram incubadas por 30 min, a 

temperatura ambiente e na ausência de luz, com os anticorpos secundários 

específicos conjugados com Alexa Fluor-594 (cofilina) e Alexa Fluor-647 

(catepsina B) diluídos 1:500. Após lavagem com PBS, os núcleos foram corados 

com 20 g/mL de DAPI por 40 min. As células foram lavadas com PBS e as 

lamínulas montadas com Fluoromount G. A análise das células foi realizada em 

microscópio confocal invertido de varredura a laser LSM 510 META, utilizando-se 

as seguintes condições: faloidina: laser Ar 488 nm e emissão em 500550 nm; 

cofilina: laser HeNe 546 nm e emissão em 560590 nm; catepsina B: laser  

CrAr 647 nm e emissão detectada com filtro de barreira a 665 nm; DAPI: 

multifóton TiSa 740 nm com excitação em aproximadamente 370 nm e emissão 

em 410460 nm. As imagens foram preparadas utilizando-se os programas 

Examiner 4.2 e Adobe Photoshop 9.2, sendo a análise da sobreposição das 

imagens realizada no mesmo plano focal. 

 

3.2.11. Análise do perfil quinásico de células HaCaT expostas ao estresse 

hiperosmótico e oxidativo empregando-se o PepChip 

 

Os slides do PepChip com dimensões de 25x75 mm e subdivididos em  

3 sets contendo 1.024 peptídeos sintetizados quimicamente, foram utilizados para 
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avaliação de quinases ativas presentes nos lisados celulares em estudo.  

Após exposição aos agentes estressores, 1x107 células foram lavadas com PBS 

gelado e lisadas com 200 L de tampão de lise [HEPES 20 mmol/L, pH 7,7; MgCl2 

2,5 mmol/L; EDTA 1 mmol/L; EGTA 1 mmol/L; p-nitrofenilfosfato 20 mmol/L;  

o-vanadato 1 mmol/L; DTT 1 mmol/L; PMSF 1 mmol/L; aprotinina 10 g/mL; 

leupeptina 10 g/mL]. O lisado foi centrifugado a 14.000 rpm (centrífuga Eppendorf 

5810R, rotor FA-45-30-11) a 4oC por 10 min e, em seguida, filtrado em membrana 

de 0,22 m. O filtrado (50 L) juntamente com 10 L do meio de reação para as 

proteínas quinases [ATP(33P) 2.000 Ci/mL, ATP 50 mol/L, glicerol 50%,  

Brij-35 3%, albumina 0,25 mg/mL, MgSO4 60 mmol/L] foram colocados sobre o 

slide. Após o tempo de reação de 90 min, os slides foram lavados com as 

seguintes soluções: NaCl 2 mol/L/Triton X-100 1%, PBS/Triton X-100 1% e água 

deionizada. Os slides foram secos ao ar e expostos em cassete específico 

(phosphoscreen) por 72 h. Após este período, o filme foi escaneado e a imagem 

analisada para obtenção da intensidade dos spots (radioatividade). A análise 

comparativa entre os grupos controle e estresse oxidativo ou choque 

hiperosmótico foi realizada com o auxílio do programa ScanAlyse disponibilizado 

pela PepScan. 

 

Análise dos dados obtidos no PepChip - Os arquivos DAT gerados pelo 

aplicativo ScanAlyze, após alinhamento do grid e otimização da localização dos 

spots, foram submetidos à metodologia PepMatrix (Milani et al, 2010), 

desenvolvida para análise estatística qualitativa das replicatas de cada chip, pelo 
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grupo coordenado pelo Prof. Eduardo Galembeck (Departamento de 

Bioquímica/UNICAMP). A metodologia envolve três conceitos agrupados em dois 

índices: desvio padrão (SD), média (A) e mediana (M), sendo que um dos índices 

é composto pela razão SD/A e o outro pela razão A/M. Os parâmetros utilizados 

para os índices foram: SD/A<50% e 80%<A/M<120%, buscando selecionar 

apenas os spots que apresentaram variações entre as replicatas dentro desses 

limites, para os dois chips. Após a seleção, foi calculado o Fold-Change (definido 

como a razão entre as médias ou medianas de intensidade de cada spot do 

tratamento em relação aos spots do controle); o Teste F, de modo a determinar se 

as variâncias entre as amostras eram comparáveis e o Teste t apropriado em 

relação às variâncias de cada amostra (homoscedástico para variâncias 

semelhantes e heteroscedástico para variâncias diferentes). A partir do Teste t 

foram selecionados os spots que apresentaram diferença significativa no valor da 

média (p < 0,05) e procedeu-se à análise dos substratos e quinases 

correspondentes. 

 

3.2.12. Avaliação da atividade de LMWPTP 

 

Após exposição aos diferentes tipos de estresse, as células foram lavadas 

com PBS e lisadas com tampão específico (50 mmol/L HEPES, pH 7,5,  

150 mmol/L NaCl, 1,5 mmol/L MgCl2, 1 mmol/L EGTA, 10% glicerol, 1% Triton  

X-100, 1 mmol/L PMSF, 1 g/mL leupeptina e 1 g/mL aprotinina) por 2 h a 4oC.  

A seguir, o extrato foi clarificado por centrifugação a 14.000 rpm (centrífuga 
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Eppendorf 5810R, rotor FA-45-30-11) por 15 min e a concentração de proteína 

determinada pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951). O precipitado foi 

descartado e o sobrenadante foi incubado com anticorpo específico para 

LMWPTP e Protein A-Sepharose (proporção de 3 L de anticorpo e 50 L de 

beads para cada 1 mL de lisado) para imunoprecipitação. Após 1 h de incubação a 

4oC sob agitação constante, os imunocomplexos foram centrifugados a  

14.000 rpm (centrífuga Eppendorf 5810R, rotor FA-45-30-11) por 5 min a 4oC e 

ressuspendidos em tampão HNTG gelado (20 mmol/L HEPES, pH 7,5,  

150 mmol/L NaCl, 10% glicerol e 0,1% Triton X-100). Os imunocomplexos foram 

lavados 2 vezes com tampão HNTG e 2 vezes com tampão acetato 0,1 mol/L.  

A seguir, a atividade de LMWPTP foi analisada empregando-se o kit Protein 

Tyrosine Phosphatase Assay PTP-101, segundo instruções do fabricante  

(Sigma Chemical Co.). A atividade fosfatásica foi determinada em meio de reação 

contendo 0,25 mmol/L de receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR) 

fosforilado como substrato. A liberação de fosfato inorgânico foi determinada 

colorimetricamente após 30 min de incubação pela leitura da absorbância em  

620 nm, que corresponde ao complexo fosfato/molibdato de amônio-verde 

malaquita. Os resultados foram calculados em pmol de PO4
3-/min/mg de proteína e 

expressos em relação ao controle (100%). As células controle foram tratadas 

somente com meio de cultura. Os resultados foram representados como  

média ± desvio padrão de 2 experimentos independentes conduzidos em 

duplicata. 
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3.2.13. Western blotting 

 

Após os diferentes tratamentos, 3x107 células foram lisadas com tampão de 

lise [Tris-HCl 50 mmol/L, pH 7,4; Tween 20 1%; desoxicolato de sódio 0,25%; 

NaCl 150 mmol/L; EGTA 1 mmol/L; o-vanadato 1 mmol/L; NaF 1 mmol/L; 

aprotinina 1 g/mL; leupeptina  10 g/mL; PMSF 1 mmol/L] em banho de gelo por 

2 h. A seguir, o extrato foi clarificado por centrifugação a 14.000 rpm (centrífuga 

Eppendorf 5810R, rotor FA-45-30-11) por 5 min e a concentração de proteína 

determinada pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951). O precipitado foi 

descartado e ao sobrenadante foi adicionado tampão de amostra na proporção de 

1:1 [Tris-HCl 100 mmol/L, pH 6,8; DTT 200 mmol/L; SDS 4%; azul de bromofenol 

0,1%; glicerol 20%]. As amostras foram fervidas por 5 min e aplicadas em gel de 

poliacrilamida (10%) contendo SDS (SDS-PAGE). A seguir, as amostras foram 

transferidas para membranas de polyvinylidene difluoride (PVDF), as quais foram 

bloqueadas com leite desnatado 2,5%, preparado em tampão Tris salino (TBS) 

contendo 0,05% de Tween 20 (TBST), por 2 h. As membranas foram, então, 

incubadas overnight com os anticorpos primários diluídos 1:1000 em TBST 

contendo BSA 2,5% (TBST/BSA). As membranas foram lavadas com TBST e 

incubadas com anticorpos secundários 1:2500 em TBST/BSA por 2 h.  

As membranas foram lavadas com TBS e analisadas por quimioluminescência 

(ECL). As bandas obtidas em três experimentos independentes foram 

quantificadas por densitometria empregando-se o programa Scion Image e os 
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resultados foram representados relativos ao controle (atribuído valor 1) como 

média ± desvio padrão. 

 

3.2.14. Zimografia 

 

Após exposição das células ao estresse hiperosmótico e oxidativo, o meio 

de cultura foi coletado, centrifugado a 14.000 rpm (centrífuga Eppendorf 5810R, 

rotor FA-45-30-11) por 15 min e o sobrenadante concentrado em tubos Centricon 

Plus-20 (membrana Ultracel-PL, 10.000 kDa; Millipore). A concentração de 

proteína foi determinada pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951) e as amostras 

armazenadas a -20°C. A atividade gelatinolítica foi avaliada pelo fracionamento 

das metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9) em gel de poliacrilamida 12% contendo 

4% de gelatina. Após o fracionamento, os géis foram lavados em solução aquosa 

de Triton X-100 (2% m/v) para renaturação das enzimas e incubados por 18 h em 

tampão de proteólise (Tris-CaCl2) a 37ºC. Os géis foram corados com solução 

contendo corante Coomassie Blue R-250 por 3 h. A seguir, os géis foram 

descorados e fixados com solução contendo 50% de metanol e 5% de glicerol 

(Shapiro et al., 2001). As bandas obtidas em três experimentos independentes 

foram quantificadas por densitometria empregando-se o programa Scion Image e 

os resultados foram representados relativos ao controle (atribuído valor 1) como 

média ± desvio padrão. 
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3.2.15. Análise estatística 

 

A ocorrência de diferenças significativas entre os grupos estudados foi 

verificada empregando-se análise de variância (ANOVA). Nos casos em que a 

diferença estatística foi significativa, o teste de Tukey foi utilizado para testar as 

diferenças mínimas existentes entre todos os grupos. Diferenças estatísticas entre 

2 grupos foram avaliadas pelo teste t-Student. Em todas as medidas o  foi de 5% 

bicaudal, ou seja, significância estatística foi considerada para valores de p < 0,05. 
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2 mmol/L de H2O2 por 2 e 4 h respectivamente e analisadas por microscopia 

confocal. 

Conforme esperado, a morfologia das células imediatamente antes do 

tratamento (controle) apresenta características normais, com adesão intercelular e 

distribuição das mitocôndrias na região perinuclear (Fig. 12A). Após 4 h de 

tratamento com H2O2, foi possível observar discretas alterações na distribuição 

mitocondrial e na membrana plasmática. Contudo, a análise da imagem das 

células expostas ao choque hiperosmótico revelou uma diminuição na intensidade 

de fluorescência mitocondrial (Fig.12A). Além disso, foi possível observar na 

aquisição das imagens em diferentes tempos durante a exposição ao estresse 

(não mostrado), uma tendência ao aparecimento de fluorescência difusa para esta 

organela, indicando reorganização da rede mitocondrial. Adicionalmente, pode-se 

observar na Figura 12A, a perda do contato célula-célula, tanto após a exposição 

ao choque hiperosmótico como ao estresse oxidativo. 

Classicamente a morte apoptótica é considerada a principal forma de 

eliminação celular, embora, atualmente, o papel de outros tipos de morte celular 

programada em diferentes condições fisiológicas ou induzidas por agentes 

externos tem recebido destaque (Golstein e Kroemer, 2007). Além da redução no 

volume celular e perda do contato com as células vizinhas, outras características 

morfológicas apresentadas pelas células apoptóticas são alterações na forma, 

disposição e composição da membrana plasmática. Células em apoptose, na 

maioria das vezes, perdem a assimetria da membrana plasmática, expondo o 

fosfolipídio fosfatidilserina em sua face externa (Taylor et al., 2008). Portanto, a 





70 

 

 

4.4.2. Análise de morte celular por citometria de fluxo após marcação das 

células com Anexina V-FITC/PI 

 

Diante dos resultados obtidos no experimento anterior, o tipo de morte 

celular foi estudado por citometria de fluxo após dupla marcação com anexina V-

FITC (An) e iodeto de propídeo (PI). Para isso, células HaCaT foram expostas a 

diferentes concentrações de sorbitol por 1,5 e 2 h e H2O2 por 2 e 4 h. As células 

viáveis (An-Pi-), em apoptose (An+Pi-), apoptose tardia (An+Pi+) e necrose (An-Pi+) 

foram determinadas por citometria de fluxo (Figs. 13 e 14). 

Os resultados para o tratamento das células com sorbitol por 1,5 h 

demonstraram que não houve diferenças significativas entre as porcentagens de 

células viáveis, em necrose, apoptose e apoptose tardia, quando são comparadas 

as concentrações de 0,4 e 1 mol/L de sorbitol (Fig. 13A). Neste período, ambas as 

concentrações de sorbitol causaram aumento estatisticamente significativo nas 

populações de células em apoptose e apoptose tardia em relação ao controle, 

sendo proporcional à diminuição da população de células viáveis. Adicionalmente, 

não houve aumento do número de células necróticas em relação às células 

controle (Fig. 13A). Em contraste, a exposição das células HaCaT a 1 mol/L de 

sorbitol por um maior período de tempo (2 h) apresentou diferenças significativas 

nas proporções de células viáveis e em necrose (Fig. 13B). Além disso, 

significativa elevação na porcentagem de células em necrose e diminuição das 

células viáveis também foram obtidas em relação ao tratamento com 0,4 mol/L 

pelo mesmo período de tempo (Fig. 13B). No entanto, nenhuma diferença 

significativa foi observada entre os tempos de tratamento com 0,4 mol/L de sorbitol 
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Os resultados obtidos para a exposição dos queratinócitos ao H2O2 por  

4 h demonstraram uma redução de aproximadamente 90% na viabilidade das 

células expostas a ambas as concentrações (Fig. 14B). Este efeito foi 

acompanhado de um aumento proporcional nas populações de células em 

apoptose e apoptose tardia, as quais passam a constituir a condição celular 

predominante neste período. É interessante notar que as diferenças entre os 

efeitos das duas concentrações de H2O2 utilizadas no tratamento de 4 h se 

restringem aos compartimentos de células em apoptose e em apoptose tardia, ou 

seja, há uma redução na proporção de células em apoptose concomitante a um 

aumento na proporção de células em apoptose tardia após tratamento com  

2 mmol/L comparado à 1,2 mmol/L de H2O2 (Fig. 14B). Portanto, apesar dos 

efeitos do estresse oxidativo e choque hiperosmótico serem tempo e 

concentração-dependente, ao longo do tempo prevalecem tipos de morte celular 

diferentes entre eles. A exposição das células ao estresse hiperosmótico produz 

um acentuado número de células em apoptose e apoptose tardia após 1,5 h de 

tratamento, as quais progridem para necrose com o aumento do tempo de 

exposição a 1 mol/L de sorbitol. Por outro lado, os resultados sugerem que o 

estresse oxidativo é capaz de induzir necrose celular no início do tratamento, 

havendo elevação do número de células em apoptose e apoptose tardia com o 

aumento do tempo de exposição. 
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Os efeitos da exposição das células ao H2O2 sobre a atividade das 

caspases 8, 3 e 9 estão representados na Figura 17A. Os resultados 

demonstraram ativação das caspases 8 e 3 e nenhuma alteração na atividade da 

caspase 9. Da mesma forma que observado para o sorbitol, os resultados obtidos 

na citometria de fluxo confirmaram a participação da caspase 3 no processo de 

morte celular (Fig. 17B). 

 

4.4.5. Avaliação da expressão de proteínas pró- e anti-apoptóticas em células 

HaCaT expostas ao estresse  

 

Devido ao fato das células possuírem diferentes mecanismos de defesa 

capazes de proteger a integridade da membrana mitocondrial e inibir caspases, 

mesmo após seu processamento e ativação, a expressão de proteínas pró- e anti-

apoptóticas foi estudada em células HaCaT submetidas aos tratamentos com  

1 mol/L de sorbitol e 2 mmol/L de H2O2 por 2 e 4 h respectivamente. Os resultados 

obtidos para a expressão de proteínas da família Bcl-2, incluindo Bax, Bcl-XL e 

Bcl-2, demonstraram uma discreta diminuição na razão Bax/Bcl-2 nas células 

expostas ao sorbitol e aumento significativo (p < 0,05) nas células tratadas com 

H2O2 (Fig. 18A). Além disso, os níveis de Bcl-XL, membro anti-apoptótico da 

família Bcl-2, também seguiu o mesmo perfil, aumentando nas células submetidas 

ao estresse hiperosmótico e diminuindo significativamente (p < 0,001) após 

tratamento com H2O2 (Fig. 18A). 
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unindo-se diretamente a estas enzimas (Sun et al., 2009). Enquanto houve um 

aumento na expressão de XIAP após ambos os tratamentos (p < 0,05), nenhuma 

alteração foi observada em proteína inibidora de apoptose (c-IAP) (Fig. 18B). Em 

contraste, a expressão do fator indutor de apoptose independente de caspases, 

AIF, foi regulada positivamente (p < 0,05) pelo choque hiperosmótico e pelo 

estresse oxidativo (Fig. 18B). 

A resposta celular a diferentes agentes estressores pode ser caracterizada 

por um rápido aumento na expressão de um seleto grupo de proteínas 

denominadas proteínas de choque térmico (Hsp), as quais, além da função de 

chaperona molecular, podem inibir a ativação de pró-caspases como ocorre, por 

exemplo, após interação entre Hsp90 e caspase 9 (Garrido et al., 2006a). Para 

verificar esta hipótese, a expressão da Hsp90 foi determinada nos modelos de 

estresse em estudo. Os resultados obtidos, apresentados na Figura 18B, 

demonstraram aumento significativo (p < 0,05) da sua expressão em células 

expostas ao estresse oxidativo, enquanto que o tratamento com sorbitol não 

causou alterações significativas na expressão desta proteína. 

Para averiguar se o aumento na expressão de Hsp90 foi responsável pela 

ausência de ativação de caspase 9 em células tratadas com H2O2, as células 

foram pré-tratadas com o inibidor de Hsp90, geldanamicina (GA), por  

3 h. Após a incubação com H2O2, a viabilidade celular foi determinada pela 

redução do MTT.  
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do tempo e lenta quando comparada ao choque hiperosmótico (Figs. 21A e B). 

Desta maneira, tanto a exposição das células ao choque hiperosmótico como ao 

estresse oxidativo provocam a perda do m, sendo consistente com a 

permeabilização da membrana mitocondrial. 

A permeabilização da membrana mitocondrial é um dos eventos principais 

associados à ativação da via intrínseca da apoptose, resultando na liberação de 

proteínas do espaço intermembranoso para o citosol, entre elas o citocromo c e o 

AIF. Para avaliar esta possibilidade, ensaios de imunofluorescência foram 

realizados, sendo possível a determinação da distribuição subcelular dessas 

proteínas. Após exposição aos dois tipos de estresse, as células foram incubadas 

com anticorpos específicos anti-AIF e anti-citocromo c, MitoTracker e DAPI para 

análise por microscopia confocal (Figs. 22 e 23). 
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4.4.7. Permeabilização da membrana lisossomal e participação de catepsina 

B na morte celular induzida pelos agentes estressores 

 

Os lisossomos caracterizam-se por possuírem inúmeras enzimas 

hidrolíticas e membrana envoltória com características únicas, capazes de manter 

as enzimas digestivas isoladas do citosol. A perda parcial da permeabilidade da 

membrana lisossomal acarreta na liberação do seu conteúdo proteico e ativação 

de apoptose devido à degradação indiscriminada dos componentes celulares 

(Boya e Kroemer, 2008). Para avaliar os efeitos da exposição das células ao 

sorbitol e H2O2 sobre os lisossomos, células HaCaT foram previamente incubadas 

com o fluorocromo acridina laranja (AO) e, posteriormente, expostas aos estímulos 

estressores in vivo. A AO é uma base fraca com capacidade de penetrar através 

das membranas celulares, sendo protonada em ambientes ácidos, particularmente 

no interior dos lisossomos, onde é aprisionada (Lovelace e Cahill, 2007). 

Adicionalmente, devido ao fato da AO ser um fluoróforo lisossomotrópico 

metacromático concentração-dependente, quando excitado pela luz azul, ele emite 

fluorescência na região vermelha do espectro da luz visível nesta organela, 

enquanto que sua menor concentração no núcleo e citoplasma é responsável pela 

emissão no verde (Boya e Kroemer, 2008). 

Os resultados obtidos demonstraram que tanto o choque hiperosmótico 

quanto o estresse oxidativo induzem a ruptura da membrana lisossomal de células 

HaCaT (Figs. 24 e 25). A integridade da membrana lisossomal é comprovada pela 

observação de estruturas bem definidas, apresentando intensa fluorescência 

vermelha e o sequestro do fluoróforo  



87 

 

 

 

Figura 24: Avaliação da integridade da membrana lisossomal em células HaCaT 
expostas ao choque hiperosmótico e ao estresse oxidativo. Células HaCaT  
(2,1x105 células/mL) foram plaqueadas em microplacas de 6 poços e incubadas por 72 h a 37oC e 
5% de CO2. As células foram incubadas previamente com 5 g/mL de AO por 30 min e 
posteriormente tratadas com 1 mol/L de sorbitol (D, E e F) ou 2 mmol/L de H2O2 (G, H e I) por 2 e  
4 h respectivamente. A seguir, a emissão de fluorescência nas regiões verde (A, D e G) e vermelha  
(B, E e H) foram capturadas em microscópio confocal. (C, F e I) sobreposições das imagens 
relativas às fluorescências verde e vermelha. Barra = 20 m. Resultado representativo de  
2 experimentos independentes.  

 

AO em vesículas lisossomais intactas, indicadas pelo aspecto granular da 

fluorescência vermelha (Fig. 24B) e ausência de sobreposição (Fig. 24C). 

Em contraste, nas células expostas ao sorbitol e H2O2 observou-se 

ausência de lisossomos intactos, evidenciada pela fluorescência vermelha difusa 
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(Figs. 24E e H), especialmente nas células submetidas ao estresse oxidativo. 

Além disso, a coloração laranja-amarelada difusa das células tratadas com os 

agentes estressores (Figs. 24F e I) indica uma redistribuição da AO dos 

lisossomos para o citoplasma e núcleo. Estes resultados sugerem que ambas as 

condições de estresse causaram ruptura da membrama lisossomal, que é 

acompanhada do extravasamento do seu conteúdo para outros compartimentos 

celulares. 

 
O dano às membranas lisossomais é apontado como um evento capaz de 

induzir morte celular devido à liberação de enzimas hidrolíticas como as 

catepsinas. Em particular, estudos na literatura demonstram que a liberação da 

catepsina B dos lisossomos para o citoplasma pode contribuir na ativação de 

mecanismos de morte celular programada com participação ou não de caspases 

(Foghsgaard et al., 2001; Barbosa et al., 2006; Queiroz et al., 2009). Assim, a 

localização da catepsina B foi investigada por microscopia confocal em células 

submetidas aos diferentes tipos de estresse. Os resultados apresentados na 

Figura 25 demonstraram que as células controle apresentam marcações pontuais 

e definidas, indicando compartimentalização da catepsina B nos lisossomos e 

integridade da membrana lisossomal (Fig. 25A). No entanto, nas células expostas 

aos agentes estressores, a catepsina B apresentou uma distribuição mais difusa 

no citoplasma celular, sugerindo extravasamento do conteúdo lisossomal 

(Figs. 25B e C). Ainda, esses resultados reforçam a necessidade de estudos 

futuros para avaliar o envolvimento da catepsina B na morte celular induzida pelo 

choque hiperosmótico e estresse oxidativo. 
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4.6. Expressão e atividade de proteínas quinases da família das MAPKs 

 

A expressão e atividade de MAPKs foram analisadas nas células HaCaT 

expostas ao sorbitol e H2O2 visto a importância do papel exercido por membros 

desta família de proteínas quinases na regulação da sobrevivência, proliferação e 

morte celular. Os resultados apresentados na Figura 28A demostraram que 

células expostas ao choque hiperosmótico e ao estresse oxidativo não 

apresentam alterações na expressão de ERK1/2, enquanto que uma diminuição 

significativa (p < 0,05) na expressão de MAPK p38 foi observada (Figs. 28A e C). 

Contudo, o padrão de expressão da JNK diferiu entre os dois tratamentos, sendo 

observada uma pequena redução na expressão desta quinase em células 

expostas ao sorbitol e o oposto nas células tratadas com H2O2 (Figs. 28A e C). 

A análise da fosforilação dos membros desta família por western blotting 

(Fig. 28B) revelou uma diminuição significativa (p < 0,05) na forma fosforilada de 

MAPK p38, enquanto que a fosforilação de JNK1/2 e ERK1/2 aumentou, sendo 

este efeito mais pronunciado no estresse oxidativo do que no choque 

hiperosmótico (p < 0,05). Em conjunto, estes resultados sugerem que a ativação 

da quinase JNK induzida pelo choque hiperosmótico e pelo estresse oxidativo nos 

queratinócitos medeia a sinalização que culmina com a morte dessas células. Os 

resultados obtidos pela citometria de fluxo corroboram com esta proposta, sendo 

observada uma maior intensidade de fluorescência e consequentemente, ativação 

da JNK nas células tratadas (Fig. 28E). Por outro lado, não foram observadas 

alterações nos níveis de fosforilação de Akt em células expostas tanto ao choque 

hiperosmótico como ao estresse oxidativo (Fig. 28F). 
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4.7. Avaliação do envolvimento da via JAK/STAT na resposta de células 

HaCaT aos diferentes tipos de estresse 

 

Os resultados apresentados nas Figuras 29A e B indicaram que tanto o 

choque hiperosmótico como o estresse oxidativo inibem a sinalização JAK/STAT, 

uma vez que houve redução nos níveis de fosforilação de JAK1 e JAK2 em células 

HaCaT tratadas com sorbitol e H2O2 respectivamente (Fig. 29A). Além disso, não 

foram observadas diferenças significativas na intensidade de fluorescência e, 

portanto, na ativação dos membros da família das proteínas transdutoras de sinal 

e ativadoras da transcrição (STATs) (STATs 1, 3 e 5) (Fig. 29B). 

Ainda, os resultados apresentados na Figura 29A mostraram um aumento 

significativo (p < 0,05) nos níveis de fosforilação da fosfatase SHP2 para ambos os 

tipos de estresse. Estes resultados corroboram com seu papel no controle de 

ativação da via JAK/STAT (Xu e Qu, 2008, You et al., 1998). 
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4.8. Expressão e atividade da LMWPTP após exposição de células HaCaT 

aos diferentes tipos de estresse 

 

Os resultados apresentados nas Figuras 30A e B revelaram que as células 

expostas ao estresse oxidativo apresentaram aumento significativo  

(p < 0,05) na expressão de LMWPTPs, sendo aproximadamente 2,5 vezes maior 

do que o controle, enquanto que nenhuma diferença foi observada nas células 

expostas ao choque hiperosmótico. No entanto, a atividade de LMWPTPs em 

células expostas ao sorbitol aumentou significativamente (p < 0,05), cerca de  

3 vezes em relação ao controle (Fig. 30C). Da mesma forma, o estresse oxidativo 

induziu a atividade enzimática de LMWPTPs em células expostas ao H2O2  

(p < 0,05), sendo aproximadamente 8 vezes maior do que em células do grupo 

controle (Fig. 30C). 
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de migração, divisão e adesão celular. O controle da reorganização dos filamentos 

de actina é realizado por um conjunto de proteínas, destacando-se entre elas a 

cofilina, que apresenta importante papel na regulação da polimerização e 

despolimerização dos filamentos de actina. A fim de avaliar alterações no 

citoesqueleto induzidas pela exposição dos queratinócitos ao estresse oxidativo, a 

distribuição celular da cofilina e o grau de organização dos filamentos de actina 

foram analisados por microscopia confocal. 

Os resultados demonstraram que nas células expostas ao estresse 

oxidativo houve uma redução discreta na intensidade de fluorescência em relação 

ao controle, embora ambas apresentassem um perfil de distribuição normal  

(Figs. 31B e F). Nas células controle, os filamentos de actina apresentaram uma 

distribuição homogênea, indicando conexão estável entre célula-célula e  

célula-substrato (Figs. 31C e D). Em contraste, as células expostas ao H2O2 

apresentaram alterações significativas na organização dos filamentos de actina, 

com redução da intensidade de fluorescência na região central e imagem 

compatível com projeções filamentosas, sugerindo desorganização dos filamentos 

de actina (Figs. 31G e H). Os dados obtidos apontam o citoesqueleto como 

importante alvo do agente estressor, com alterações na arquitetura e distribuição 

dos filamentos de actina, as quais podem estar associadas à estabilidade 

estrutural e mecânica das células. 
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alterou a expressão de FAK e paxilina (Figs. 32B e C e Tabela 1). Apesar do 

aumento significativo (p < 0,05) na autofosforilação da FAK (Tyr397), houve 

diminuição significativa (p < 0,05) na fosforilação nos resíduos de ativação desta 

quinase (Tyr925 e 577) (Fig. 32B e Tabela 1), indicando sua inibição pelo 

estresse. Os resultados indicando redução (p < 0,05) da fosforilação da paxilina 

em Tyr118 (Fig. 32C e Tabela 1) concordam com a inibição de Src e FAK após o 

estresse. 

Considerando o importante papel de proteínas pertencentes à família Rho 

de proteínas ligantes de GTP (Rho GTPases) nos mecanismos de remodelamento 

do citoesqueleto, a expressão de Rho e Rac1 foi investigada. Os resultados 

demonstraram aumento significativo (p < 0,05) na expressão destas proteínas 

após exposição ao H2O2 (Fig. 32B e Tabela 1). Não houve alteração na expressão 

da PKA e da subunidade p85 da PI3K (PI3K-p85) após o estresse  

(Fig. 32B e Tabela 1). Além disso, a análise da forma ativa da cofilina  

(não-fosforilada) e da sua forma inibida (fosforilada) demonstrou que a exposição 

das células ao agente estressor reduz sua atividade, pois houve diminuição 

significativa (p < 0,05) da forma ativa e aumento (p < 0,05) da forma fosforilada 

(Fig. 32E e Tabela 1). O balanço entre as formas ativa e fosforilada da cofilina é 

regulado principalmente pela fosfatase PP2A. Curiosamente, os resultados 

apresentados na Figura 32E e Tabela 1 demonstraram aumento significativo  

(p < 0,05) na fosforilação do resíduo inibitório (Ser307) desta fosfatase. No 

entanto, estudo recente associou a Hsp27 ao controle da dinâmica da 

polimerização dos filamentos de actina pela modulação dos níveis de fosforilação 
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Tabela 1: Análise densitométrica dos resultados de western blot das proteínas 
associadas ao citoesqueleto de células HaCaT expostas ao H2O2.

1 
 

 
1Os valores obtidos na análise densitométrica das bandas das proteínas de interesse 
foram normalizados em função da -actina e a intensidade relativa da razão 
proteína/-actina foi expressa em relação ao controle (atribuído valor 1).  
*p < 0,05 em relação ao controle (teste t-Student). 

 

4.10. Avaliação da atividade gelatinolítica de MMP-2 e MMP-9 

 

 A determinação da atividade de MMP-2 (72 kDa) e MMP-9 (92 kDa) foi 

realizada por zimografia e os resultados demonstraram inibição enzimática 

concentração-dependente após ambos os tratamentos (Figs. 33B e C). 
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fosforilação/desfosforilação de proteínas. Neste trabalho, a utilização do PepChip 

teve como objetivo mapear de forma rápida e abrangente alterações na atividade 

de quinases em resposta às diferentes condições estressoras. Os resultados 

obtidos na comparação das imagens dos chips correspondentes aos extratos de 

células submetidas ao choque hiperosmótico e ao estresse oxidativo com o extrato 

controle foram representados graficamente nas Figuras 34 e 35 respectivamente. 

Nesses gráficos, as quinases localizadas nos quadrantes superiores 

correspondem àquelas que apresentaram diferenças estatisticamente 

significativas (p < 0,05) pela metodologia PepMatrix. Quinases moduladas 

negativamente (atividade diminuída) pelo estresse apresentaram fold-change < 1 e 

estão localizadas no quadrante superior esquerdo do gráfico e quinases 

moduladas positivamente (atividade aumentada) pelo estresse apresentaram  

fold-change > 1, estando localizadas no quadrante superior direito. O valor do  

fold-change prediz quantas vezes a atividade da quinase aumentou ou diminuiu 

em relação ao grupo controle. Nos quadrantes inferiores direito e esquerdo 

encontram-se as proteínas que apresentaram diferenças significativas em relação 

ao controle (p < 0,05) somente pela análise do test-t, mas que não apresentaram 

diferenças estatisticamente significativas quando analisadas pela metodologia 

PepMatrix. 

Os dados apresentados nas Tabelas 2 e 3 resumem os resultados 

significativos obtidos pela metodologia PepMatrix para os modelos de choque 

hiperosmótico e estresse oxidativo respectivamente. A exposição das células 

HaCaT ao sorbitol modulou significativamente 6 quinases (Tabela 2), enquanto 

que 11 quinases foram alteradas significativamente pelo H2O2 (Tabela 3). 



105 

 

 

 

Figura 34: Perfil quinásico de células HaCaT expostas ao choque hiperosmótico. 
Representação gráfica dos resultados obtidos na análise do PepChip pela metodologia PepMatrix. 
No gráfico foram representados os valores de p (teste-t) em função do fold-change para quinases 
diferencialmente moduladas pelo tratamento com 1 mol/L de sorbitol por 2 h em relação ao grupo 
controle. Resultados confiáveis quando p < 0,05.  
 

 
 
Figura 35: Perfil quinásico de células HaCaT expostas ao estresse oxidativo. Representação 
gráfica dos resultados obtidos na análise do PepChip pela metodologia PepMatrix. No gráfico 
foram representados os valores de p (teste-t) em função do fold-change para quinases 
diferencialmente moduladas pelo tratamento com 2 mmol/L de H2O2 em relação ao grupo controle. 
Resultados confiáveis quando p < 0,05. 
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Tabela 3: Principais proteínas quinases moduladas diferencialmente pelo estresse 
oxidativo em lisado de células HaCaT. 

Mediana

(Fold change)
Teste-T

Provável 

Quinase
Substrato

Sequência do 

Peptídeo 

Sítio de 

Fosforilação

1.9100 0.000 EGFR Mucina 1  TDRSPYEKVSA Y1229

1.6250 0.001 AKT1 Ras RLRPLSYPQTV Y72

-0.1930 0.002 CK2 TCFL1 GFTEESGDDEY S41

0.0860 0.004 PKA PCTAIRE IKRQLSMTLRG S12

0.7170 0.010 FGFR3 FGFR3 CTHDLYMIMRE Y724

0.8500 0.015
Lyn

Quinase,Src
CD19 LGSQSYEDMRG Y500

1.6440 0.020 CHK2 Caveolina 1 VGKIFSNVRIN S168

0.1380 0.026 PKC ,, Conexina 43 PSSRASSRASS S368

0.7860 0.028 CHK2 CHK2 LETVSTQELYS T68

1.6500 0.028 PK161 CDC2 IGEGTYGVVYK T15

4.2580 0.033 Mnk1;PKC eIF4E ATKSGSTTKNR S209

 

4.12. Avaliação dos efeitos da riboflavina e riboflavina irradiada sobre a 

viabilidade de células HaCaT expostas ao choque hiperosmótico e ao 

estresse oxidativo 

 

Inicialmente, células HaCaT foram expostas por 24 h a uma faixa de 

concentrações (10-175 mol/L) de riboflavina e riboflavina irradiada para avaliação 

da citotoxicidade. Conforme demonstrado nas Figuras 36A e B, os tratamentos 

não causaram alterações significativas na viabilidade celular, determinada pelo 

teste de redução do MTT, indicando ausência de citotoxicidade nas condições 

experimentais utilizadas. 
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5. DISCUSSÃO 

 

A epiderme exerce uma importante função protetora sendo uma barreira 

efetiva entre o meio ambiente e o organismo. Ela é constantemente exposta a 

diferentes tipos de estresse. O queratinócito é o tipo celular predominante em sua 

constituição (Ravid et al., 2002), tornando-se o principal alvo das alterações 

mediadas pelos diferentes agentes estressores (Denning, 2004; Raj et al., 2006). 

Nestas células, eventos tão distintos como morte e diferenciação celular podem 

apresentar um alto grau de compartilhamento de vias de transdução de sinal e 

moléculas sinalizadoras/efetoras, tornando a caracterização desses processos ao 

nível molecular uma tarefa difícil. Assim, considerável atenção é dada a 

elucidação das vias de transdução de sinal envolvidas na resposta dos 

queratinócitos aos diversos tipos de estímulos nocivos (Ravid et al., 2002; 

Warkskulat et al., 2004; Chen et al., 2008). Além disso, o melhor entendimento 

desses mecanismos e a identificação de moléculas associadas à determinação do 

destino celular, somados a possibilidade de modulá-las, contribuem no 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas e preventivas na área dermatológica. 

Em particular, diversos estudos são conduzidos com o objetivo de compreender 

como a pele responde às alterações de umidade e à radiação UV (Warkskulat  

et al., 2004; Chen et al., 2008). Porém, o atual conhecimento da biologia celular 

dos queratinócitos e dos mecanismos moleculares que determinam sua resposta 

aos insultos representa uma barreira que limita a compreensão dos efeitos nesse 

órgão. Assim, o principal objetivo desta tese foi avaliar os mecanismos 

moleculares envolvidos na resposta de queratinócitos humanos a diferentes tipos 
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de estresse: choque hiperosmótico e estresse oxidativo. Para isso, células da 

linhagem não tumorigênica HaCaT foram expostas a diferentes concentrações de 

sorbitol e H2O2, a fim de se mimetizar os efeitos causados pela desidratação  

ou exposição a substâncias não iônicas e osmoticamente ativas, como o sorbitol, 

e estresse oxidativo, o qual pode ser desencadeado por fatores endógenos e 

exógenos, como radiação UV, inflamação e substâncias pró-oxidantes. 

A linhagem de queratinócitos humanos imortalizada espontaneamente, 

HaCaT, possui a capacidade de se proliferar em cultura na ausência de fatores de 

crescimento exógenos, mantendo sua proliferação pela secreção de fatores de 

crescimento autócrinos da família do EGF da mesma forma que ocorre com 

queratinócitos in vivo, além de possuir a capacidade de atingir o estágio terminal 

de diferenciação dos queratinócitos quando estimulada (Garach-Jehoshua  

et al., 1999; Piepkorn et al., 1998). Desta forma, esta linhagem celular consiste em 

um modelo experimental apropriado e bem definido para explorar a resposta 

celular em uma variedade de contextos (Boukamp et al., 1988; Garach-Jehoshua 

et al., 1999). Além disso, essas características justificam seu amplo emprego em 

estudos in vitro, para a investigação das vias de sinalização intracelulares 

envolvidas na resposta a diferentes tipos de estresse, sem interferência de fatores 

exógenos (Boukamp et al., 1988; Ravid et al., 2002). 

 Para padronização dos modelos experimentais foram realizados ensaios de 

crescimento e viabilidade celular na presença de sorbitol e H2O2. A análise das 

curvas de citotoxicidade demonstrou que os efeitos do choque hiperosmótico  

e do estresse oxidativo em queratinócitos humanos dependem da intensidade e 

do tempo de exposição das células aos agentes estressores. Quando células 
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HaCaT foram tratadas com diferentes concentrações de sorbitol e H2O2 por 

diferentes períodos de tempo, a intensidade dos efeitos citotóxicos observados 

mostrou-se tempo e concentração-dependente, corroborando com estudos da 

literatura (Cui et al., 2004; Svobodová et al., 2006; Diker-Cohen et al., 2006). Os 

valores aproximados de IC50 obtidos foram de 1 mol/L e 2 mmol/L após 2 e 4 h de 

exposição das células ao sorbitol e H2O2 respectivamente, empregando-se três 

diferentes marcadores de viabilidade (redução do MTT, incorporação do vermelho 

neutro e quantificação de ácidos nucleicos). Adicionalmente, demonstrou-se que 

os efeitos citotóxicos induzidos pelo sorbitol e H2O2 são irreversíveis, havendo 

expressiva redução na proliferação celular. 

A fim de se determinar o tipo de morte celular e os diferentes mecanismos 

moleculares disparados pelo choque hiperosmótico e estresse oxidativo, células 

HaCaT foram tratadas com sorbitol e H2O2 e, posteriormente, analisadas quanto a 

morfologia celular, exposição da fosfatidilserina na face externa da membrana 

plasmática, integridade da membrana plasmática, ativação de proteases da família 

das caspases e expressão de moléculas pró- e anti-apoptóticas. Dados obtidos 

por microscopia confocal indicaram que tanto as células submetidas ao choque 

hiperosmótico como aquelas expostas ao estresse oxidativo apresentaram 

alterações na morfologia celular. No entanto, o grau das alterações foi mais 

proeminente nas células submetidas ao choque hiperosmótico, com visível 

alteração do volume celular e perda de contato célula-célula. Adicionalmente, a 

análise por microscopia confocal indicou que ambos agentes estressores induzem 

a exposição da fosfatidilserina na face externa da membrana plasmática, 

sugerindo a ativação da maquinaria apoptótica de morte celular nos dois modelos 
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estudados (Guimarães e Linden, 2004; Taylor et al., 2008). Este achado corrobora 

com os dados obtidos no ensaio de citometria de fluxo após incubação das células 

com anexina V/PI, os quais evidenciaram a presença de células em apoptose e 

apoptose tardia em ambos os modelos, ainda que proporções diferentes para as 

populações celulares representativas dos vários estágios do processo de morte 

celular foram encontradas quando comparados os diferentes tipos de estresse. 

Neste sentido, os resultados obtidos para a atividade de LDH determinada no 

sobrenadante das células tratadas com sorbitol e H2O2 corroboraram com os 

resultados obtidos por citometria de fluxo, comprovando que a exposição das 

células ao sorbitol leva ao comprometimento da integridade da membrana 

plasmática, enquanto que a exposição ao H2O2 não causou alterações neste 

parâmetro. Em conjunto, estes resultados indicam o envolvimento de diferentes 

mecanismos moleculares na ativação da morte celular induzida pelo estresse 

oxidativo e pelo choque hiperosmótico.  

Dados prévios na literatura relataram que o tipo de morte predominante em 

queratinócitos humanos, em particular nas células HaCaT, induzido pela 

exposição ao sorbitol e ao H2O2 é a apoptose (Assefa et al., 2000; Takahashi  

et al., 2001; Ravid et al., 2002; Diker-Cohen et al., 2006). Para melhor caracterizar 

os mecanismos moleculares associados à morte celular de células HaCaT 

induzidas pelo choque hiperosmótico e estresse oxidativo, a expressão/ativação 

de proteínas chaves relacionadas à indução e execução da maquinaria apoptótica 

foram analisadas. Os resultados demonstraram que o tratamento das células 

HaCaT com 2 mmol/L de H2O2 causou significativo aumento na razão Bax/Bcl-2, 

redução significativa da expressão de Bcl-XL e inibição de Bcl-2, comprovada pelo 
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aumento significativo da fosforilação desta proteína e, consequentemente, 

alteração na relação p-Bcl-2/Bcl-2. Este aumento na fosforilação de Bcl-2 deve-se 

provavelmente ao aumento da atividade de JNK, quinase responsável pela 

fosforilação do resíduo estudado (Liu e Lin, 2005; Lorin et al., 2010). 

Contrariamente a estes resultados, a exposição das células a 1 mol/L de sorbitol 

não alterou significativamente a relação Bax/Bcl-2 e causou apenas uma discreta 

inibição de Bcl-2. As proteínas anti-apoptóticas da família Bcl-2, Bcl-XL e Bcl-2, 

são importantes mediadores da integridade da membrana mitocondrial, atuando 

por meio do sequestro dos membros pró-apoptóticos desta família, os quais 

tendem a oligomerizar-se, formando poros na membrana mitocondrial externa.  

A diminuição da expressão de Bcl-XL e o aumento da fosforilação de Bcl-2 são 

eventos associados à liberação de proteínas apoptogênicas mitocondriais para o 

citosol (Brutus et al., 2009). Desta forma, os resultados da exposição das células 

ao estresse oxidativo são indicativos da ação de proteínas pró-apoptóticas nesta 

resposta, possibilitando a formação de poros Bax/Bax ou Bax/Bak na membrana 

mitocondrial, enquanto que outros mecanismos medeiam a morte celular induzida 

pelo sorbitol. Embora o aumento da expressão de proteínas anti-apoptóticas da 

família Bcl-2 esteja associado à proteção celular contra a permeabilização da 

membrana mitocondrial e indução de morte, a ativação da via mitocondrial 

intrínseca é dependente da somatória de fatores pró-apoptóticos e  

anti-apoptóticos, característicos do contexto celular (Kroemer et al., 2007). 

Os principais eventos responsáveis pela liberação das proteínas 

apoptogênicas mitocondriais no citosol são a despolarização da membrana 

mitocondrial, mediada pelos poros de transição de permeabilidade, e/ou a 
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formação de poros na membrana mitocondrial externa, resultantes da 

oligomerização de proteínas pró-apoptóticas da família Bcl-2 (Bax/Bax ou 

Bax/Bak) (Lei e Davis, 2003, Kroemer et al., 2007). Vários trabalhos demonstram 

que a indução de apoptose em queratinócitos pela radiação UV, estresse oxidativo 

e agentes citotóxicos é precedida pela despolarização da membrana mitocondrial, 

liberação do citocromo c e oligomerização de (fator 1 de ativação de proteases 

pró-apoptóticas) Apaf-1 que recruta e ativa a pró-caspase 9, sendo, portanto, 

dependente da ativação da via intrínseca (Assefa et al., 2000; Takahashi  

et al., 2001). Além disso, a participação da via extrínseca mediada pela ativação 

da caspase 8 foi considerada evento secundário, associado à amplificação da 

resposta apoptótica (Assefa et al., 2000; Takahashi et al., 2001). A liberação do 

citocromo c, normalmente presente apenas no espaço intermembranas 

mitocondrial, é limitante para a geração do apoptossomo. Portanto,  

a permeabilização da membrana externa da mitocôndria é o evento crítico 

responsável pela ativação de caspases na via intrínseca. Além disso, este evento, 

que representa o ponto de “não retorno” da morte celular, pode comprometer a 

célula com a morte na ausência de ativação de caspases. Esta morte celular 

independente de caspases ocorre devido à perda da função mitocondrial, com 

liberação de efetores de morte independentes de caspases, como o fator indutor 

de apoptose (AIF) e a endonuclease G (Green e Kroemer, 2005).  

Alterações na função e distribuição intracelular das mitocôndrias foram 

detectadas em células submetidas ao choque hiperosmótico e ao estresse 

oxidativo por microscopia confocal, indicando a participação da via mitocondrial na 

execução do mecanismo de morte. Os resultados obtidos demonstraram uma 
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rápida diminuição do m após exposição ao sorbitol, juntamente com uma 

redução na intensidade de fluorescência da sonda MitoTracker Green. Além disso, 

foi possível observar, durante a captura das imagens em diferentes intervalos de 

tempo (dados não apresentados), tendência à redistribuição difusa das 

mitocôndrias no citosol, alterando o perfil de distribuição perinuclear observado 

imediatamente antes da exposição ao estresse. Curiosamente, as alterações no 

m de células expostas ao estresse oxidativo foram significativamente menores 

em comparação ao choque hiperosmótico no período de tempo avaliado. 

Entretanto, conforme discutido anteriormente, um dos eventos associados à 

ativação da via intrínseca apoptótica é a permeabilização da membrana 

mitocondrial externa em decorrência da ação de membros pró-apoptóticos da 

família Bcl-2 (Lei e Davis, 2003; Kroemer et al., 2007; Arnoul, 2010). Em particular, 

os multímeros de Bax induzem a liberação do citocromo c da mitocôndria (Arnoul, 

2010). Além disso, outros eventos têm sido associados à indução de 

permeabilidade da membrana mitocondrial. Na injúria isquêmica e outras 

condições clínicas, a permeabilização da membrana mitocondrial externa ocorre 

como consequência da formação do poro de transição de permeabilidade 

mitocondrial. Canais na membrana mitocondrial interna se abrem permitindo o 

movimento de solutos e íons, resultando na perda de função da membrana interna 

e no swelling da matriz. Isto pode levar ao remodelamento da matriz, liberando 

proteínas do espaço intermembranas e provocando a ruptura da membrana 

externa. O poro de transição de permeabilidade mitocondrial é formado 

basicamente pelo canal aniônico dependente de voltagem (VDAC) e pela adenina 
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nucleotídeo translocase (ANT), além de diversas outras proteínas sensoras para 

os diversos processos que disparam a abertura do poro em momentos de 

estresse. O m é determinado pelo gradiente de prótons da cadeia respiratória.  

A abertura do poro de transição de permeabilidade mitocondrial explicaria a 

despolarização mitocondrial verificada de forma precoce em modelos de indução 

de apoptose. A despolarização é acompanhada pelo vazamento de proteínas na 

fase de indução, tanto do espaço intermembranas, tais como citocromo c, AIF,  

pró-caspases 3 e 9, como da matriz mitocondrial, a endonuclease G (Green e 

Reed, 1998; Kroemer et al., 1998; Green e Kroemer, 2005). Cabe ressaltar que a 

lesão à mitocôndria tem como consequência o poro de transição de 

permeabilidade mitocondrial que impede a manutenção da diferença de potencial 

entre as membranas interna e externa e também da manutenção do gradiente de 

pH nesta organela. Assim, a mitocôndria decide se a célula morrerá por apoptose 

ou necrose, sendo que estes dois processos muitas vezes surgem de forma 

paralela ou concorrente. Nos casos em que a lesão celular é muito extensa, a 

depleção de ATP e a formação de EROs podem desencadear a necrose por perda 

do controle osmótico da célula, lesão de membrana e ativação de hidrolases 

(Kroemer et al., 1998; Green e Reed, 1998; Green e Kroemer, 2005). Além disso, 

estudos recentes sugerem que o remodelamento das cristas mitocondriais e 

alteração na composição de fosfolipídeos nas membranas da organela, eventos 

que acompanham o processo de fissão mitocondrial, maximizam a formação dos 

poros mitocondriais, a liberação do citocromo c e contribuem para a transição do 
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m após estímulo apoptótico (Parone e Martinou, 2006; Jeong e Seol, 2008; 

Scorrano, 2008). 

Os resultados demonstrando perda imediata do potencial transmembrânico 

mitocondrial após o tratamento com sorbitol sugerem a formação de poros de 

transição de permeabilidade mitocondrial como mecanismo responsável pela 

liberação de proteínas apoptogênicas mitocondriais para o citoplasma durante a 

exposição de queratinócitos ao choque hiperosmótico, enquanto que a exposição 

ao H2O2 favorece a formação de poros dependentes de proteínas da família Bcl-2 

na membrana mitocondrial externa. Embora os resultados indiquem o 

comprometimento mitocondrial pela diminuição do m e aumento da relação 

Bax/Bcl-2, é necessária confirmação da participação de fatores apoptogênicos na 

morte celular como, por exemplo, o extravasamento do citocromo c para o citosol 

(Bouchier-Hayes et al., 2005), que depende tanto da permeabilização da 

membrana mitocondrial como também de sua dissociação da cardiolipina  

(Henry-Mowatt et al., 2004). A fim de se determinar o envolvimento da liberação 

de proteínas mitocondriais nos mecanismos moleculares disparados pelos 

diferentes agentes estressores, ensaios de imunofluorescência foram realizados. 

Os dados obtidos na microscopia confocal comprovaram a participação do 

citocromo c e AIF na resposta celular ao choque hiperosmótico e ao estresse 

oxidativo e, consequentemente, a ativação da via intrínseca de morte celular. 

Os estímulos apoptóticos podem ativar diferentes mecanismos moleculares 

resultando na liberação de proteínas apoptogênicas mitocondriais. De fato, um 

aumento na expressão de AIF foi observado por western blotting nas células 
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submetidas ao choque hiperosmótico e estresse oxidativo. A flavoproteína AIF foi 

originalmente identificada como uma proteína mitocondrial envolvida na morte 

celular (Norberg et al., 2010). Seu papel na morte celular como fator  

pró-apoptótico liberado do espaço intermembranas mitocondrial tem sido 

amplamente estudado, o que possibilitou a descoberta de que a translocação de 

AIF para o núcleo, independente da ativação de caspases, é capaz de mediar a 

morte celular apoptótica. A ação que o AIF exerce depende do estímulo indutor, 

podendo cooperar com a ação do citocromo c ou substituí-lo (Candé et al., 2004). 

Os resultados obtidos na análise por microscopia confocal de células HaCaT 

confirmaram a liberação de AIF do espaço intermembranas mitocondrial para o 

citosol como evento integrante dos mecanismos de indução de morte celular 

associados ao choque hiperosmótico e estresses oxidativo. 

Vários estímulos ambientais e endógenos reconhecidos por induzir reações 

inflamatórias, estresse oxidativo, estresse hiperosmótico e choque térmico em 

queratinócitos humanos podem induzir a morte de células HaCaT de maneira 

tanto dependente quando independente da ativação de caspases (Diker-Cohen  

et al., 2006). Embora atualmente esteja bem estabelecido que várias das 

alterações bioquímicas e morfológicas características das células em apoptose 

são induzidas por diferentes tipos de proteases, as enzimas da família das 

caspases continuam sendo consideradas o principal grupo de proteases 

responsáveis pela indução e execução do processo de morte apoptótica 

(Guimarães e Linden, 2004; Bröker et al., 2005; Turk e Stoka, 2007). Para verificar 

a atuação de caspases nos eventos de morte de queratinócitos submetidos aos 

tratamentos com sorbitol e H2O2, a atividade catalítica das caspases 8 e 9 
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(caspases iniciadoras) e da caspase 3 (caspase executora) foi investigada.  

Os resultados obtidos nos testes colorimétricos e de citometria de fluxo 

demonstraram que ambos os agentes estressores induzem a ativação de 

caspases. Entretanto, surpreendentemente, o tratamento das células com H2O2 

não foi capaz de induzir a atividade catalítica da caspase 9 como ocorreu no 

tratamento com sorbitol. A ativação das caspases 3, 8 e 9 nas células expostas ao 

sorbitol corrobora com dados da literatura que demonstram a participação das vias 

intrínseca e extrínseca de apoptose na morte dessas células em resposta ao 

choque hiperosmótico (Xia et al., 2007). Os resultados obtidos no presente estudo, 

apesar de reforçarem a participação mitocondrial no mecanismo de morte celular 

induzido pelo estresse oxidativo, colocam em discussão a necessidade e real 

contribuição da ativação da caspase 9 neste processo. 

De fato, a regulação da atividade da caspase 9 mostra-se dependente de 

vários mecanismos. Primeiro, a liberação do citocromo c pelos mecanismos já 

mencionados medeia a ativação alostérica da pró-caspase 9. Inicialmente, o 

próprio citocromo c liga-se à molécula adaptadora APAF-1, induzindo sua 

oligomerização e a formação de um complexo denominado apoptossomo.  

Os apoptossomos funcionam como centros recrutadores de pró-caspases 9 pelos 

domínios de recrutamento e ativação de caspases (CARD). Uma vez que 

moléculas de pró-caspase 9 são ligadas aos apoptossomos dá-se início ao 

processo que culmina na ativação da pró-caspase inativa em sua forma 

cataliticamente ativa. Desta maneira, a ativação da caspase 9 é dependente do 

extravasamento do citocromo c das mitocôndrias, da formação do apoptossomo 

no citosol e posterior recrutamento da pró-caspase 9 (Garridoet al., 2006b).  
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A confirmação da liberação do citocromo c por microscopia confocal e o fato da 

exposição das células HaCaT ao estresse oxidativo não ser capaz de induzir a 

atividade catalítica da caspase 9 levantaram novos questionamentos sobre o 

mecanismo responsável pela inibição do processo de ativação da caspase 9 e/ou 

inibição de sua atividade após processamento do zimogênio. Estes eventos 

podem ser regulados por uma série de proteínas anti-apoptóticas, como as 

proteínas Hsp (Garrido et al., 2006b), a JNK (Tran et al., 2007) e membros da 

família das IAPs (Sun et al., 2009). Desta maneira, a expressão de membros 

destas famílias de proteínas foi avaliada por western blotting. Os resultados 

apresentados revelaram aumento na expressão das proteínas Hsp90, Hsp27, JNK 

e XIAP nas células expostas ao estresse oxidativo, indicando estas proteínas 

como possíveis candidatas a mediadores do mecanismo de inibição da atividade 

da caspase 9. 

Ainda, a associação de XIAP à GSK3 e a receptores de morte, com a 

consequente inibição dessas proteínas, modula negativamente a ativação e 

execução do programa apoptótico (Sun et al., 2009). O aumento da expressão de 

XIAP em ambos os modelos estudados e o fato das células expostas ao sorbitol 

apresentarem expressiva ativação da caspase 9 sugerem que sua expressão 

esteja relacionada ao controle de outros eventos celulares. Estudos também 

demonstraram que esta proteína relaciona-se com a concentração de EROs 

intracelular, aumentando a expressão de genes relacionados ao controle do 

balanço redox intracelular (Resch et al., 2008; Wilkinson et al., 2008). 

Dentre outras proteínas que poderiam contribuir nesse controle, 

representantes da família das Hsp são apontadas na literatura como reguladoras 
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desse processo (Bruey et al, 2000; Arya et al., 2007). Assim, a possível 

participação da Hsp90 foi avaliada e os resultados obtidos demonstraram que o 

pré-tratamento de células HaCaT expostas ao estresse oxidativo com o inibidor 

específico de Hsp90, GA, intensificou a morte das células expostas ao estresse 

oxidativo. No entanto, este inibidor não proporcionou aumento na atividade da 

caspase 9, indicando o envolvimento de outros mecanismos e/ou moléculas na 

regulação da atividade desta enzima. Neste contexto, Paul e colaboradores (2002) 

demonstraram que a Hsp27, assim como a Hsp90, pode impedir a ativação da 

pró-caspase 9, mesmo após o extravasamento do citocromo c para o citoplasma. 

A análise conjunta dos dados e o fato de que somente as células expostas ao 

estresse oxidativo apresentaram aumento significativo na expressão da Hsp27 

apoiam a hipótese de envolvimento da Hsp27 no mecanismo de inibição da 

caspase 9. Além disso, este dado reforça o fato da caspase 9 não estar atuando 

efetivamente no mecanismo de morte celular disparado pela exposição ao 

estresse oxidativo. 

As células possuem mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo e 

quando a produção de EROs supera a capacidade destoxificante dos sistemas de 

defesa antioxidantes, a homeostase redox celular é alterada, tendo como 

resultado o estresse oxidativo (Curtin et al., 2002; Feissner et al., 2009). Além da 

ação de agentes estressores, a mitocôndria é a principal fonte de produção de 

EROs, como ânion superóxido (O2
), radical hidroxila (OH) e peróxido de 

hidrogênio (H2O2), as quais são geradas em consequência do metabolismo 

aeróbio. EROs são espécies altamente reativas, podendo reagir com DNA, 
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proteínas, carboidratos e lipídios de maneira irreversível (Takahashi et al., 2004; 

Murphy, 2009). O desequilíbrio na produção de EROs pode acarretar sérios danos 

celulares, ativação de diferentes mecanismos de morte celular e também contribuir 

na patologia de diversas doenças (Curtin et al., 2002; Feissner et al., 2009). 

Portanto, é de fundamental importância a avaliação do estado redox celular das 

células expostas a agentes estressores. Neste trabalho, a produção de EROs foi 

avaliada com a utilização da sonda diacetato de diclorofluoresceína (DCFDA).  

Os resultados obtidos revelaram que ambos os agentes estressores causam a 

geração EROs; contudo, há uma maior produção dessas espécies nas células 

expostas ao H2O2 nas condições experimentais utilizadas. 

Devido ao fato das EROs serem quimicamente reativas e instáveis, elas 

podem reagir com componentes da membrana formando lipoperóxidos e 

comprometendo suas propriedades, especialmente a permeabilidade (Takahashi 

et al., 2004). A peroxidação lipídica é uma das primeiras consequências do 

estresse oxidativo para as células (Droge, 2002). O início da peroxidação lipídica 

se dá pelo ataque de qualquer ERO capaz de abstrair um hidrogênio dos ácidos 

graxos poliinsaturados das membranas, formando um radical peroxil e, num 

segundo momento, esta reação se propaga resultando no processo denominado 

de peroxidação lipídica. Os efeitos podem ser mais nocivos para a membrana 

mitocondrial interna devido à predominância da cardiolipina em sua constituição 

(Massoti et al., 1974). A cardiolipina apresenta importante função no controle da 

permeabilidade da membrana, bem como no estabelecimento do gradiente 

eletroquímico de prótons (Massoti et al., 1974). Devido ao fato do citocromo c 

encontrar-se ligado à face externa da camada de fosfolipídeos da membrana 
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interna mitocondrial, principalmente às moléculas de cardiolipina, a oxidação desta 

proteína pelas EROs contribui diretamente para a liberação do citocromo c  

e ativação da maquinaria apoptótica (Petrosillo et al., 2003). 

O controle do estado redox celular é indispensável para a manutenção das 

funções celulares e a eficiência da manutenção do balanço redox celular depende 

da ação conjunta dos sistemas antioxidantes enzimático e não enzimático.  

Na tentativa de melhor caracterizar o cenário redox celular, a expressão de 

importantes membros do sistema antioxidante foi avaliada por western blotting.  

Os resultados demonstraram aumento significativo na expressão de GPX e GR 

nas células submetidas a ambos os tratamentos, além de aumento significativo de 

catalase (CAT), principalmente nas células expostas ao H2O2. 

Em situações de desequilíbrio redox que favorecem o estresse oxidativo, as 

células apresentam dois mecanismos principais de defesa, com GSH e TRX 

participando do sistema não enzimático e MnSOD, CAT e GPX constituindo o 

sistema enzimático (Curtin et al., 2002). A GSH apresenta-se como o mais 

abundante composto tiol de baixo peso molecular encontrado em plantas e 

animais (Meister e Anderson, 1984; Sies, 1999). Este tripeptídeo é essencial em 

muitos processos celulares (Lamaestro e Malone, 1995), atuando, principalmente, 

na destoxificação de peróxidos. Além disso, a GSH é um dos principais 

participantes da resposta de destoxificação de xenobióticos pela conjugação com 

agentes eletrofílicos, sendo esta reação catalisada pela enzima glutationa  

S-transferase (GST). A GSH apresenta, ainda, diversas funções celulares 

adicionais a suas propriedades antioxidantes, podendo modular a proliferação 

celular, resposta imune, armazenamento, síntese de proteínas e ácidos nucleicos 



126 

 

 

(Paolicchi et al., 2002), além de exercer um importante papel na regulação da 

apoptose (Morceau et al., 2003). A função antioxidante da GSH interliga a 

resposta não enzimática a enzimática, sendo substrato para a enzima GPX na 

destoxificação de peróxidos. A GPX catalisa a conversão de peróxidos orgânicos 

em água, oxidando duas moléculas de GSH, formando glutationa oxidada 

(GSSG). Outra enzima que age conjuntamente com a GPX é a glutationa redutase 

(GR). A GR não age diretamente na remoção de espécies radicalares, porém é 

responsável pela regeneração da glutationa a sua forma reduzida (GSH) na 

presença de NADPH, tendo função na manutenção do ciclo metabólico da 

glutationa (Anderson e Meister, 1989). Nossos resultados demonstraram aumento 

significativo na expressão de GR e GPX nas células expostas tanto ao choque 

hiperosmótico como ao estresse oxidativo. 

Além da GR e da GPX, evidências indicam uma importante ação da  

gama-GT no sistema de defesa antioxidante celular (Kugelman et al., 1994). 

A gama-GT possui um papel central na manutenção da homeostase de GSH, pois 

medeia o metabolismo de GSH de forma a garantir a manutenção dos estoques 

de cisteína necessários para a síntese de novas moléculas de GSH  

(Rajpert-DE et al., 1992). A catalase é uma enzima intracelular, encontrada na 

maioria dos organismos, que desempenha importante papel na eliminação do 

H2O2 ao catalisar sua decomposição em H2O (Nordberg e Arner, 2001).  

Levando-se em consideração a expressão de gama-GT e CAT em nosso estudo, 

pode-se sugerir que a alta expressão de gama-GT nas células expostas ao 

sorbitol contribui na manutenção dos níveis necessários de GSH para ação da 

GPX contra EROs. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Anderson%20ME%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Anderson%20ME%22%5BAuthor%5D
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima


127 

 

 

É importante ressaltar ainda a ação da MnSOD, uma importante enzima 

com ação antioxidante mitocondrial, essencial para a manutenção do 

desenvolvimento e funções normais celulares (Oberley, 2005). Segundo revisão 

publicada por Tsutsui e colaboradores (2009), o aumento nos níveis de MnSOD 

confere ampla proteção às mitocôndrias de cardiomiócitos contra o estresse 

oxidativo. Os resultados obtidos em nossos estudos demonstraram significativa 

redução na expressão de MnSOD nas células expostas a ambos os agentes 

estressores, sendo mais evidente nas células expostas ao choque hiperosmótico. 

Estes resultados corroboram com os dados referentes ao potencial 

transmembrânico mitocondrial, pois as células expostas ao sorbitol apresentaram 

uma significativa redução da expressão de MnSOD concomitante a uma rápida 

diminuição do m, enquanto que as células expostas ao estresse oxidativo 

apresentaram gradativa diminuição do m e redução pouco expressiva de 

MnSOD comparada às células expostas ao sorbitol. Estes resultados indicam 

envolvimento da proteína MnSOD na manutenção do potencial transmembrânico 

mitocondrial (Tsutsui et al., 2009). 

Outro possível mecanismo de indução de apoptose é desencadeado por 

alterações na permeabilidade e/ou ruptura da membrana lisossomal. 

A liberação de proteases lisossomais para o citoplasma contribui tanto na ativação 

da cascata apoptótica quanto na necrose (Barbosa et al., 2006; Queiroz  

et al., 2009; Kirkegaard e Jäättela, 2009). Inúmeros estudos demonstraram que as 

EROs também induzem a permeabilidade da membrana lisossomal (PML) e o 

extravasamento do conteúdo lisossomal para o citoplasma (Guicciardi et al., 2004; 
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Fehrenbacher e Jäättela, 2005; Boya e Kroemer, 2008). Os resultados referentes 

à avaliação da integridade da membrana lisossomal empregando-se o fluorocromo 

acridina laranja (AO) demonstraram que a exposição das células aos agentes 

estressores causa ruptura da membrana lisossomal. Além das vias intrínseca e 

extrínseca de ativação de morte celular, as alterações na permeabilidade ou a 

ruptura da membrana lisossomal podem acarretar na liberação de proteases 

lisossomais para o citoplasma, podendo contribuir na ativação da cascata 

apoptótica. Neste sentido, a permeabilização seletiva ou parcial da membrana 

lisossomal normalmente associa-se à ativação de mecanismos de apoptose, 

enquanto que a permeabilização total ou ruptura da membrana favorece a necrose 

(Giucciard et al., 2004; Boya e Kroemer, 2007). Um dos membros mais 

abundantes da classe de proteases nos lisossomos é a catepsina B, a qual está 

envolvida em diferentes processos celulares, como no processamento e liberação 

de proteínas, na resposta celular a antígenos exógenos e na morte celular 

(Foghsgaad et al., 2001; Werneburg et al., 2002; Guicciardi et al., 2004; Barbosa 

et al., 2006; Queiroz et al., 2009). 

A fim de elucidar o possível envolvimento da catepsina B nos mecanismos 

de morte celular disparados pela exposição dos queratinócitos ao sorbitol e do 

H2O2, a distribuição celular da catepsina B foi investigada por microscopia 

confocal. Os resultados obtidos demonstraram distribuição pontual da catepsina B 

nas células controle, indicando integridade da membrana lisossomal e 

compartimentalização lisossomal desta enzima. No entanto, após exposição das 

células ao sorbitol e ao H2O2, observou-se distribuição mais difusa da 

fluorescência, corroborando com os resultados de comprometimento da 
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membrana lisossomal, obtidos no ensaio com AO. Com base nestes resultados 

pode-se sugerir que os lisossomos e a catepsina B estão envolvidos na morte 

celular disparada em resposta aos diferentes agentes estressores. 

A apoptose induzida pela catepsina B envolve a quebra de um ou mais substratos 

citosólicos e resulta na liberação do citocromo c para o citosol, clivagem e ativação 

de pró-caspases 9 e 3, seguida pelas demais alterações apoptóticas  

(Guicciard et al., 2004). 

As células epidérmicas são constantemente expostas a uma variedade de 

estímulos endógenos e a diferentes estresses ambientais, como radiação 

ionizante e alterações na temperatura e umidade. Desta forma, estas células 

possuem a capacidade de integrar estes sinais e decidir, com base no tipo e na 

intensidade do estresse, seu destino de sobrevivência, diferenciação ou morte 

(Wada e Penninger, 2004; Diker-Cohen et al., 2006). Este controle é realizado por 

vias sinalizadoras que interpretam e transmitem estes sinais ao núcleo. Neste 

contexto, as MAPKs são proteínas quinases que fosforilam vários substratos 

citoplasmáticos e nucleares, culminando na regulação da atividade de enzimas e 

da expressão de genes que codificam inúmeras proteínas (Haneda et al., 1999). 

Dentro da grande família das MAPKs três grupos são bem caracterizados em 

mamíferos: a família das ERKs, a MAPK p38 e a família das JNKs (Roux e Blenis, 

2003; Wada e Penninger, 2004). Dados na literatura apontaram a importante 

participação de JNK e MAPK p38 na indução de apoptose em queratinócitos por 

vários tipos de estresse, incluindo radiação UV, estresse oxidativo, choque 

térmico, citocinas pró-inflamatórias e choque osmótico (Shimizu et al., 1999; 

Matsuzawa et al., 2002; Brenneisen et al., 2002; Cheng et al., 2002; Ravid  
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et al., 2002; Bode e Dong, 2003; Schieke et al., 2005; Diker-Cohen et al., 2006; 

Krutmann, 2006). Estes fatos, somados à importância reconhecida dessas 

quinases na regulação de vias de sobrevivência, proliferação e morte de 

queratinócitos, tornam fundamental a avaliação da expressão e atividade de 

MAPKs. Os resultados obtidos pela técnica de western blotting demonstraram 

significativo aumento na expressão e nos níveis da forma fosforilada/ativada de 

JNK1/2 e diminuição tanto da expressão como dos níveis de MAPK p38 ativa após 

o estresse oxidativo. 

Em geral, a ativação da via de sinalização da ERK1/2 é relacionada à 

resposta celular a fatores de crescimento e sobrevivência, controlando eventos 

como proliferação, diferenciação e sobrevivência celular. De fato, os resultados 

obtidos pela análise de western blotting e citometria de fluxo confirmaram ativação 

da quinase de sinalização de sobrevivência celular ERK1/2, provavelmente em 

resposta à ininterrupta ativação de EGFR pela secreção autócrina de fatores de 

crescimento da família do EGF pelas células HaCaT (Diker-Cohen et al., 2006).  

A ativação das vias de sinalização celulares mediadas por JNK e MAPK p38 estão 

associadas ao estímulo de morte celular, mediando, entre outros processos, a 

parada do ciclo celular e indução de apoptose, atuando sobre diferentes 

substratos como proteínas do citoesqueleto, outras quinases, fosfatases, 

fosfolipases e fatores de transcrição (Bode e Dong, 2003; Huh et al., 2004; Wada 

e Penninger, 2004). Recentemente, demonstrou-se que além de sua ativação, o 

tempo que essas proteínas se mantêm ativas contribui na decisão do destino 

celular. Há relatos de que a ativação transiente de JNK e MAPK p38 induz o 

crescimento e a diferenciação celular, enquanto que a ativação persistente dessas 
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proteínas é responsável pela ativação do mecanismo de morte apoptótica  

(Nielsen et al., 2008). Desta maneira, o papel das MAPKs na decisão de 

morte/sobrevivência celular está associado à intensidade e duração dos estímulos 

aos quais as células são submetidas. 

Curiosamente os resultados demonstrando ausência de ativação da MAPK 

p38 obtidos nos nossos experimentos são contrários aos relatos da literatura 

(Shimizu et al., 1999; Matsuzawa et al., 2002; Brenneisen et al., 2002;  

Cheng et al., 2002; Ravid et al., 2002; Bode e Dong, 2003; Schieke et al., 2005; 

Diker-Cohen et al., 2006; Krutmann, 2006). Tal comportamento provavelmente 

associa-se ao fato de que o pico de ativação da MAPK p38 ocorra em tempos 

inferiores ao estudado. Em estudo apresentado por Nielsen e colaboradores 

(2008), no qual foram avaliados os efeitos de diferentes tipos de estresse osmótico 

sobre a atividade das MAPKs de fibroblastos de camundongo NIH-3T3, o pico de 

ativação da MAPK p38 foi alcançado 10 min após exposição aos agentes 

estressores, decaindo após este período. Com base nestes resultados é provável 

que não haja necessidade das células manterem os níveis de MAPK p38 ativada 

elevados por períodos prolongados para estimular a sinalização de morte.  

Além disso, deve-se considerar que uma estimulação persistente de JNK nas 

células HaCaT expostas ao estresse foi observado, sendo, portanto uma via 

fundamental na sinalização de morte. 

Atuando em conjunto com as MAPKs, a via de sinalização JAK/STAT atua 

na resposta celular a citocinas e fatores de crescimento, controlando diversos 

processos biológicos, como diferenciação, senescência e apoptose. Nesta via, os 

sinais extracelulares são transmitidos ao núcleo pela fosforilação dos membros da 
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família das STATs (Hebenstrei et al., 2005). O funcionamento inadequado ou a 

ativação permanente da via JAK/STAT está associado com uma série de doenças, 

incluindo o câncer (Boudny e Kovarik, 2002). Ahmed e Ivashkiv (2000) 

demonstraram ativação da via de sinalização JAK/STAT em macrófagos expostos 

a ambos os agentes estressores, sorbitol e H2O2. Entretanto, em nosso modelo, a 

exposição das células a estes agentes estressores reduziu os níveis de 

fosforilação das JAKs. Adicionalmente, os resultados obtidos por citometria de 

fluxo revelaram que a exposição das células ao estresse não causou a fosforilação 

dos membros estudados da família das STATs (STAT1, STAT3 e STAT5).  

Estes resultados em conjunto sugerem que esta via de sinalização está associada 

à sobrevivência celular e sua inibição contribui na morte celular. 

A via JAK/STAT pode ser regulada negativamente por PTPs (You et al., 

1998; Alexandre, 2002). Em particular, duas PTPs citoplasmáticas, SHP1 e SHP2, 

estão associadas à regulação da via JAK/STAT, atuando tanto na desfosforilação 

das JAKs, como também das STATs (You et al., 1999; Xu e Qu, 2008).  

Park e colaboradores (2009) demonstraram que EROs promovem a fosforilação 

da SHP2 e o tratamento de cultura primária de astrócitos com H2O2 estimula a 

fosforilação tempo e dose-dependente desta fosfatase. A SHP2 na presença do 

H2O2 se complexa com a STAT3, reduzindo seus níveis de fosforilação. Os 

resultados obtidos neste trabalho demonstraram que a exposição das células aos 

agentes estressores aumenta significativamente os níveis de fosforilação da 

SHP2, provavelmente devido às EROs, modulando negativamente a ativação da 

via JAK/STAT. 
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Além da SHP2, outras PTPs são importantes na regulação de vias de 

sinalização. Uma classe desta família em particular é representada pelas 

proteínas fosfatases de baixa massa molecular (LMWPTPs), cujo papel biológico 

ainda não foi totalmente elucidado. Estudos indicam que as PTPs, incluindo as 

LMWPTPs, exercem efeitos positivos e negativos em inúmeras vias de sinalização 

celular, participando na regulação de diferentes processos biológicos  

(Tonks, 2006). Em especial, as LMWPTPs são importantes moduladoras de vias 

de sinalização associadas à sobrevivência, proliferação, diferenciação e morte 

celular. Porém, poucos trabalhos são encontrados na literatura com citações do 

envolvimento desta fosfatase e de que forma ela modula as vias de sinalização de 

células epidérmicas (Chiarugi et al., 2000; 2003). Assim a participação de 

LMWPTPs no mecanismo molecular disparado pelos agentes estressores foi 

investigada pela determinação da expressão e da atividade enzimática desta 

fosfatase nos diferentes modelos.  

Em particular, os resultados obtidos demonstraram aumento significativo na 

expressão e atividade de LMWPTPs nas células expostas ao estresse oxidativo. 

De certa forma estes resultados foram inesperados, pois um dos principais 

mecanismos de regulação da atividade de PTPs é a oxidação de resíduos de 

cisteína presentes no sítio ativo, que leva à inativação catalítica deste grupo de 

fosfatases pela oxidação do resíduo sulfidrílico em ácido sulfênico e perda da 

capacidade de formação de um intermediário cisteinil-fosfato na primeira etapa do 

mecanismo catalítico (Souza et al., 2009). 

A produção de EROs é relacionada à ativação de receptores de fatores de 

crescimento, como o PDGFR, o FGFR e o EGFR, e também em resposta à ação 
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de xenobióticos, podendo modular ou até mesmo inibir irreversivelmente a 

atividade de LMWPTPs (Souza et al., 2009). O fato da exposição das células ao 

H2O2 causar um significativo aumento na produção de EROs, relaciona o aumento 

da atividade da LMWPTP com o mecanismo de morte celular disparado em 

resposta aos diferentes agentes estressores. No entanto, deve-se considerar que 

a inibição de PTPs pela modulação oxidativa pode ocorrer de diferentes formas, 

ou seja, pela inibição reversível (oxidação transiente), que ocorre quando a 

oxidação do resíduo cisteína do sítio catalítico leva à produção do ácido sulfênico, 

ou pela inibição irreversível (oxidação irreversível), que ocorre quando há 

formação de ácido sulfínico e ácido sulfônico (Zhang, 2002). Devido ao fato das 

células produzirem EROs em resposta ao seu metabolismo normal e também 

como mecanismo de defesa contra inúmeros estímulos, as células possuem 

sistemas antioxidantes com função inibitória ou neutralizadora de EROs. Nossos 

resultados demonstraram que ao mesmo tempo em que as células aumentam a 

produção de EROs também ocorre significativo aumento na expressão de 

proteínas do sistema antioxidante. O parcial restabelecimento do equilíbrio redox 

celular pelo sistema antioxidante pode contribuir na manutenção da atividade de 

LMWPTPs, evitando que a reação de Cys-OH com outra molécula reativa ocorra, 

prevenindo assim a consequente inativação irreversível da atividade enzimática de 

LMWPTPs. Neste contexto, TRX, GR, GSH e glutaredoxina desempenham papel 

fundamental na recuperação da atividade catalítica da enzima oxidada  

(Souza et al., 2009). Em conjunto, nossos resultados sugerem que proteínas do 

sistema antioxidante celular podem, pelo menos em parte, prevenir a oxidação 

irreversível da LMWPTP em queratinócitos submetidos ao estresse. 
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Durante a apoptose, a clivagem específica de proteínas constituintes do 

citoesqueleto como gelsolina, laminina e actina levam a alterações no 

funcionamento de organelas celulares e também na estrutura morfológica da 

célula (Cao et al., 2010). Alterações na estrutura celular são controladas pelo 

remodelamento do citoesqueleto, evento este que é coordenado por mecanismos 

cooperativos envolvendo a interação entre proteínas do citoesqueleto e 

monômeros de actina, regulando, assim, a capacidade de polimerização e 

despolimerização dos filamentos de actina e possibilitando o rearranjo do 

citoesqueleto celular (Kim e Coulombe, 2010). Devido ao importante papel no 

controle do remodelamento do citoesqueleto, alterações na expressão e 

fosforilação de proteínas do citoesqueleto, foram investigadas. 

Os resultados obtidos por microscopia confocal demonstraram que células 

controle exibem padrão de distribuição homogêneo dos filamentos de F-actina.  

As imagens obtidas para faloidina indicaram conexão estável entre célula-célula e 

célula-substrato, além de sua organização em relação à cofilina. A exposição das 

células ao estresse oxidativo revelou alterações na dinâmica dos filamentos de 

actina com evidente desorganização, apesar da cofilina não apresentar alterações 

significativas. 

A atividade da cofilina é controlada pela relação entre sua forma ativa 

(cofilina) e sua forma inativa fosforilada (p-cofilina). Nossos resultados 

demonstraram aumento da fosforilação de cofilina em seu resíduo inibitório (Ser3). 

Este resultado foi acompanhado pela diminuição da atividade da serina fosfatase 

PP2A, que modula positivamente a atividade da cofilina pela desfosforilação do 

resíduo de serina. A modulação da atividade da cofilina nos processos de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20S%22%5BAuthor%5D
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rearranjo do citoesqueleto é necessária, pois exerce função na polimerização dos 

filamentos de actina (Wiggan et al., 2008). Zambuzzi e colaboradores (2009) 

demonstraram a importância da manutenção da forma inativa de cofilina e inibição 

da PP2A nos mecanismos de rearranjo do citoesqueleto durante a adesão de  

pré-osteoblastos humanos. Além de sua ação no controle dos processos de 

remodelamento do citoesqueleto, recentemente, sua contribuição na ativação da 

apoptose foi demonstrada (Klant et al., 2009). A oxidação da cofilina por estresse 

oxidativo leva à formação de ligações dissulfeto intermoleculares, induzindo 

mudanças conformacionais na molécula da proteína que causam a perda da 

afinidade pela actina e sua translocação para a mitocôndria. Como consequência, 

ocorre inchamento desta organela, abertura do poro de transição de 

permeabilidade mitocondrial e liberação do citocromo c. A liberação do citocromo c 

pode ocorrer independentemente da ativação de Bax e requer oxidação de ambos 

os resíduos de cisteína da cofilina (Klant et al., 2009). Portanto, em adição à 

formação dos complexos Bax/Bax e Bax/Bak, os resultados apontam uma possível 

contribuição da cofilina na liberação do citocromo c e ativação da maquinaria 

apoptótica em resposta ao estresse oxidativo. 

Diante desses resultados, a expressão/ativação de proteínas relacionadas 

ao remodelamento do citoesqueleto foi avaliada nas células HaCaT expostas ao 

estresse oxidativo. A FAK é uma proteína chave na sinalização mediada pelas 

integrinas, atuando como molécula adaptadora que recruta proteínas sinalizadoras 

para porções sub-membranares onde integrinas se agrupam. O complexo então 

formado transmite sinais da matriz extracelular ao citoesqueleto (Cox et al., 2006). 

Desta forma, a FAK influencia a atividade dos principais reguladores da dinâmica 
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do citoesqueleto de actina, as proteínas da família das Rho GTPases  

(Mitra et al., 2005). Os resultados obtidos por western blotting demonstraram 

aumento significativo na fosforilação do resíduo de autofosforilação da FAK nas 

células expostas ao H2O2. A fosforilação deste resíduo recruta a proteína c-Src 

(Schaller et al., 1994), sendo esta quinase a responsável pela fosforilação do 

resíduo tirosina 577 do domínio quinase e do resíduo tirosina 925, ambos 

presentes na porção C-terminal de ativação da FAK. No entanto, a exposição ao 

H2O2 reduziu a fosforilação destes resíduos, indicando assim inibição da FAK.  

Os principais substratos da c-Src incluem, além da FAK, proteínas adaptadoras e 

fatores de transcrição, sendo que sua atividade pode ser regulada, dentre outras 

formas, pela fosforilação do resíduo inibitório (Tyr527) pela Csk (Yagi et al., 2007). 

A análise dos resultados indicou que o estresse oxidativo regula negativamente a 

atividade da Src. É interessante salientar que a exposição ao estresse oxidativo 

além de inibir Src e FAK, aumenta significativamente a atividade de LMWPTP. 

Zambuzzi e colaboradores (2008) demonstraram que a LMWPTP regula a 

atividade da Src, que é desfosforilada diretamente em seu resíduo de ativação 

(Tyr416). Com base nestes dados pode-se sugerir o envolvimento de LMWPTP na 

regulação deste processo. 

Levando-se em consideração o importante papel das Rho GTPases nos 

mecanismos de remodelamento do citoesqueleto, a expressão de Rho e Rac1 foi 

analisada. Os resultados mostraram aumento significativo apenas na expressão 

de Rac1 nas células expostas ao H2O2. As funções de Rac1 relacionadas ao 

controle do rearranjo do citoesqueleto já estão bem estabelecidas na literatura. 

Por exemplo, Rac1 pode interagir diretamente com diferentes proteínas efetoras, 
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além de exercer papel chave na integração de estímulos extracelulares com o 

núcleo (Bosco et al., 2009). Em queratinócitos, além dessas funções, esta proteína 

exerce importante papel no controle e manutenção das junções intercelulares 

mediadas pelas caderinas, sendo necessária para a manutenção da adesão 

célula-célula (Braga et al., 1999). Já a proteína Rho está envolvida no controle da 

formação das fibras de estresse e na formação da adesão focal  

(Popoff e Geny, 2009). 

Os complexos de adesão focal são importantes sítios de nucleação para 

ativação de vias de sinalização envolvidas no rearranjo do citoesqueleto e 

apoptose (Brakenbush e Fassler, 2003). As células expostas ao estresse oxidativo 

apresentaram redução da fosforilação dos resíduos de ativação da FAK  

(Tyr577 e Tyr 925). Além do possível papel da Hsp27 na modulação da atividade 

caspase 9 discutido anteriormente, estudos reportam seu envolvimento também 

em processos de remodelamento do citoesqueleto (Miron et al., 1991;  

An et al., 2004; Zambuzzi et al., 2009). Lee e colaboradores (2008) demonstraram 

inibição da FAK e de MMP-2 após exposição de células que super-expressam 

Hsp27 a um agente inibidor da polimerização de actina. Este mesmo efeito foi 

observado em nossos estudos de exposição de células HaCaT ao H2O2, sugerindo 

que a Hsp27 também modula a polimerização da actina. A inibição concentração e 

tempo-dependente da atividade gelatinolítica da MMP-2 corrobora com esta 

hipótese. 

As MMPs não são expressas constitutivamente na pele, mas são induzidas 

em resposta a sinais exógenos, tais como citocinas e fatores de crescimento, além 

da interação célula-matriz extracelular (Kähäri e Saarialho-Kere, 1997). As MMPs 
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exercem papel fundamental em processos normais de remodelamento da matriz 

extracelular, regeneração tecidual, envelhecimento cronológico e deletério da pele, 

remodelamento do citoesqueleto, além de inúmeras dermatoses e câncer (Rittié, 

2002; Gialeli et al., 2011). MMPs são expressas diferencialmente de acordo com a 

situação e estímulo (Kahari e Saarialho-Kere, 1997; Johansson et al., 2000ab; 

Ravanti e Kahari, 2000; Rittié, 2002; Zambuzzi et al., 2009). Além do mecanismo 

de controle da expressão e/ou atividade de metaloproteinases, em especial da 

MMP-2, pela Hsp27, estudos também demonstraram que as MAPKs possuem um 

importante papel na regulação da secreção da MMP-9 por queratinócitos, sendo 

este efeito dependente de AP-1 e NFB (Zeigler et al., 1999; Holvoet et al., 2003). 

Interessante ressaltar que evidências apontam o envolvimento de receptores 

tirosina quinase específicos, como EGFR, na expressão diferencial de moléculas 

de adesão e também na proteólise da matriz extracelular pela ação da MMP-9, 

sendo este evento dependente da ativação prolongada da ERK (McCawley  

et al., 1999). Estes fatos são consistentes com a inibição observada na atividade 

da MMP-2 e MMP-9 observada após exposição das células HaCaT aos diferentes 

agentes estressores. 

O conhecimento e melhor compreensão das alterações moleculares e 

moléculas sinalizadoras envolvidas nos mecanismos de morte celular induzida 

pela exposição a diferentes agentes estressores é de fundamental importância 

para a determinação de novos alvos e desenvolvimento de terapias 

dermatológicas mais eficientes e sítio-dirigidas. Devido ao importante papel 

exercido por inúmeras quinases não avaliadas neste estudo pela técnica de 
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western blotting, em diferentes processos celulares, utilizou-se o PepChip como 

ferramenta adicional de investigação dos efeitos do sorbitol e do H2O2 nas células 

HaCaT (Parikh e Peppelenbosch, 2010). Desta maneira, o perfil de ativação de 

proteínas quinases de queratinócitos humanos expostos aos diferentes tipos de 

estresse foi determinado. A comparação dos resultados de controle versus sorbitol 

e controle versus H2O2 demonstrou modulação da atividade de importantes 

quinases relacionadas à ativação de vias de sobrevivência celular, como inibição 

de FGFR3 em ambos os modelos, aumento da atividade de EGFR e inibição de 

CK2 e Src no estresse oxidativo. Tanto EGFR como CK2 podem atuar, direta ou 

indiretamente, como moduladores positivos da atividade da Akt, mediando, assim, 

processos que garantem a sobrevivência celular (Yde et al., 2007; Calautti  

et al., 2005). A ativação da via PI3K/Akt em queratinócitos é decisiva para a 

manutenção da sobrevivência celular, protegendo as células da morte durante o 

processo de diferenciação celular (Calautti et al., 2005). No entanto, células 

expostas aos 2 tipos de estresse não apresentaram ativação de Akt e não houve 

diferenças na expressão da PKA e da subunidade p85 da PI3K, avaliadas por 

citometria de fluxo e western blotting respectivamente. Estes dados sugerem uma 

menor contribuição da via de sobrevivência celular mediada pela PI3K/Akt nas 

alterações observadas nos queratinócitos após exposição ao estresse. Além 

disso, os resultados obtidos neste estudo sugerem alterações em quinases 

específicas dependendo do tipo de estresse, sendo interessante do ponto de vista 

de terapêutico. 
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A Figura 37 resume as principais alterações induzidas em queratinócitos pelo 

choque hiperosmótico (Fig. 37A) e estresse oxidativo (Fig. 37B), caracterizadas 

neste estudo. Em conjunto, os resultados demonstraram que ambos os agentes 

estressores induzem a geração de EROs, levando à morte de células HaCaT com 

participação da apoptose e ativação da cascata de sinalização mediada pela JNK. 

Em ambos os modelos a permeabilização da membrana mitocondrial é um evento 

central na indução da morte celular, embora os mecanismos moleculares 

associados ao comprometimento mitocondrial sejam distintos. Enquanto o sorbitol 

induz uma rápida despolarização da membrana mitocondrial, provavelmente 

devido à abertura do poro de transição de permeabilidade mitocondrial, a 

oligomerização de proteínas Bax-like e consequente formação de poros na 

membrana mitocondrial externa explicaria a redução menos acentuada do m 

nas células tratadas com H2O2. Da mesma forma, diferenças importantes também 

foram observadas na ativação de caspases e na sinalização celular relacionada ao 

remodelamento do citoesqueleto, com destaque para a organização dos 

filamentos de actina e atividade da cofilina. Além disso, este estudo indicou a 

contribuição dos lisossomos na indução de morte celular e um importante 

mecanismo de modulação do estado redox celular que seria responsável pela 

oxidação reversível da LMW-PTP, a qual poderia atuar sobre diferentes efetores, 

como a quinase Src e, desta forma, contribuir para a morte celular bem como para 

as alterações atípicas observadas no citoesqueleto. Em resumo, esses resultados 

indicam diferenças importantes na resposta de queratinócitos humanos ao 

estresse oxidativo e ao choque hiperosmótico e reforçam a importância de se 



142 

 

 

caracterizar e analisar em conjunto os vários eventos moleculares e celulares 

envolvidos nessa resposta.  

 

Figura 37: Representação esquemática dos efeitos moleculares do choque hiperosmótico e 
do estresse oxidativo em queratinócitos. Os resultados apresentados neste trabalho indicam a 
participação da apoptose na morte das células HaCaT expostas ao peróxido de hidrogênio 
(estresse oxidativo) e ao sorbitol (choque hiperosmótico). Em ambos os modelos, a indução de 
apotose estaria associada à ativação da cascata de sinalização mediada pela JNK e ao aumento 
da produção intracelular de EROs. Além disso, a permeabilização da membrana mitocondrial 
possui um importante papel neste processo, sendo mediada por diferentes mecanismos 
dependendo do agente estressor. (A) A exposição das células ao sorbitol demonstrou a 
participação das vias intrínseca e extrínseca, com ativação de capases 8, 3 e 9. A liberação de AIF 
e citocromo c da mitocôndria para o citosol seria mediada pela formação do poro de transição de 
permeabilidade mitocondrial, indicada pela rápida perda do m. (B) Por outro lado, nas células 
expostas ao H2O2 houve ativação apenas das capases 8 e 3, sendo a inibição da ativação da  
pró-caspase 9 provavelmente mediada pela ação da Hsp27. Neste modelo, a formação de poros 
na membrana mitocondrial externa, com liberação das proteínas apoptogênicas para o citoplasma 
celular, envolve a oligomerização de proteínas Bax-like. Além da mitocôndria, os lisossomos 
também contribuem na morte celular induzida por ambos os agentes estressores, conforme 
indicado pela ruptura da membrana lisossomal e liberação de catepsina B para o citosol.  
Além disso, as alterações incomuns no arranjo dos filamentos de actina observadas no modelo de 
estresse oxidativo indicam uma importante ação sobre proteínas do citoesqueleto, incluindo a 
cofilina. Finalmente, um aumento na defesa antioxidante celular seria fundamental para a 
manutenção da atividade da LMW-PTP e inibição da sinalização mediada pela Src.  
Ilustração: Sarah Azoubel Lima. 
 

Certamente, esta abordagem assegura credibilidade ao modelo in vitro e 

permite sua aplicação em diferentes áreas da pesquisa básica e aplicada.  

De fato, este trabalho não só ampliou o conhecimento sobre os eventos 
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moleculares envolvidos na resposta de queratinócitos ao estresse oxidativo e ao 

choque hiperosmótico, ao caracterizar o papel de proteínas quinases e fosfatases 

e ao analisar a contribuição de diferentes organelas e do citoesqueleto no 

mecanismo de morte celular, mas também abriu novas perspectivas para dar 

continuidade ao estudo dos modelos propostos. De particular interesse são os 

efeitos dos dois tipos de estresse sobre componentes da matriz extracelular e sua 

relação com o processo de morte. Além disso, será fundamental aprofundar os 

estudos sobre os mecanismos que regulam o rearranjo do citosqueleto e analisar 

o papel de proteínas lisossomais e do cálcio intracelular nos efeitos observados. 

Finalmente, é importante destacar a importante contribuição deste trabalho ao 

proporcionar modelos in vitro para aplicação no desenvolvimento de novos 

compostos para fins terapêuticos ou cosméticos. 

Compostos biologicamente ativos destacam-se como potenciais fármacos 

ou candidatos a novas drogas estruturalmente e funcionalmente diversas, além de 

constituírem modelos moleculares de referência para a síntese de novos fármacos 

(Koehn e Carter, 2005). Aliando estruturas moleculares complexas a uma ampla 

variedade de efeitos biológicos dentre os quais, ação anti-inflamatória,  

anti-alérgica, antitumoral e antioxidante, inúmeros compostos naturais apresentam 

potencial citoprotetor (Warskulat et al.; 2004 Cui et al.; 2004, El-Mahdy  

et al.; 2008). Recentemente, demonstrou-se que a riboflavina e seus fotoprodutos 

induzem a diferenciação de osteoblastos (Neto et al., 2010). A fim de se analisar 

seu potencial citoprotetor, soluções de riboflavina e de riboflavina irradiada foram 

utilizadas no pré-tratamento de células HaCaT submetidas aos dois tipos de 

estresse. Embora a riboflavina e a riboflavina irradiada não apresentassem 
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citoxicidade às células HaCaT em uma ampla faixa de concentração, não houve 

ação citoprotetora contra o choque hiperosmótico e estresse oxidativo, nas 

condições experimentais testadas. É importante ressaltar que estes resultados 

não descartam a possibilidade de ação da riboflavina em outros tipos de 

patologias dermatológicas, ou em terapias combinadas. 
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6. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 

 

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que os danos 

causados aos queratinócitos pelo H2O2 e pelo sorbitol são irreversíveis, com 

indução de apoptose e necrose mediada pela ativação da cascata de sinalização 

da JNK. Enquanto no estresse oxidativo a permeabilização da membrana 

mitocondrial ocorre provavelmente devido à oligomerização de proteínas Bax-like 

e formação de poros na membrana mitocondrial externa, os dados sugerem que 

no choque hiperosmótico este evento está associado à rápida despolarização da 

membrana mitocondrial, mediada pela formação do poro de transição de 

permeabilidade mitocondrial. Em adição ao papel da mitocôndria nos mecanismos 

de morte, os resultados demonstraram comprometimento da membrana 

lisossomal, com extravasamento de catepsina B para o citosol, indicando que a 

morte celular ocorre por mecanismos dependentes e independentes de caspases. 

Resultados interessantes mostrando alterações morfológicas atípicas no 

citoesqueleto, principalmente no arranjo dos filamentos de actina em relação à 

cofilina foram obtidos, abrindo novas perspectivas de estudos neste sentido. 

A investigação do estado redox celular indicou que estes eventos são 

mediados por espécies reativas de oxigênio, apesar do aumento observado na 

expressão de algumas enzimas associadas à defesa antioxidante celular, a qual 

seria responsável por prevenir a oxidação irreversível da LMWPTP. Este achado é 

particularmente interessante, pois a ativação desta fosfatase poderia desfosforilar 

receptores de fatores de crescimento, como o EGFR, e inibir vias de sinalização 

de sobrevivência celular. 
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Desta maneira, este estudo apresenta resultados inéditos e relevantes 

cientificamente, pois é o primeiro a demonstrar alterações no citoesqueleto e ação 

de proteínas quinases e fosfatases nos mecanismos que determinam o destino de 

queratinócitos expostos ao choque hiperosmótico e ao estresse oxidativo, 

contribuindo de maneira abrangente para o conhecimento da biologia  

dos queratinócitos. Além disso, a padronização e caracterização molecular dos 

modelos estudados possibilitarão a busca por novos ativos biológicos, capazes de 

modular as funções da pele num contexto preventivo ou terapêutico, podendo 

contribuir como plataformas para o desenvolvimento de fármacos de primeira 

linha, baseados em novos conceitos sobre as funções da pele em nível molecular. 
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