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Resumo

As consequéncias negativas do stress fazem-se sentir em todos os componentes celulares
desde o ADN as membranas lipidicas, passando pelas proteinas, podendo mesmo ter como
ultima consequéncia a morte celular programada (apoptose). Por forma a minimizar os danos
causados por stress as células possuem uma complexa maquinaria de resposta a qualquer
alteracdo ambiental que coloque em causa a sua homeostasia. Entre os sistemas mais eficazes
encontram-se as proteinas conhecidas de choque térmico (Heat Shock Proteins, HSP) que
atuam tanto ao nivel mitocondrial controlando a libertagdo de proteinas pro-apoptoticas, como
ao nivel pos-mitocondrial impedindo a ativacdo de caspases.

Apesar do papel citoprotetor estar bem estudado em diversos tipos celulares, pouco se
sabe acerca do efeito das HSP quando sobre-expressas em linhas linfoides humanas como a
U937. Assim sendo, seria interessante caraterizar o papel destas proteinas (HSPs) num modelo
de apoptose induzida, quer por espécies reativas de oxigenio (Reactive Oxygen Species, ROS)
através de peroxido de hidrogénio (H20.), quer por sobrecarga de célcio intracelular induzida
por tapsigargina (TG) na linha celular cancerigena U937. De seguida verificou-se o efeito da
sobre-expressdo de HSPs num modelo de viabilidade/morte celular induzida por H.O2 ou TG.
O altimo passo foi averiguar se a morte celular estava relacionada com a via das caspases, para
tal procedeu-se a medicédo da atividade da caspase-3 sob as mesmas condigdes.

Os resultados mostraram uma diminuicdo da expressdo de HSP70 e HSP90 apds 24 h
de tratamento com H>O; (60 uM) e TG (2,5 uM) comparativamente com células U937 néo
tratadas. O H20, (60 uM) ¢ a TG (2,5 uM) também se mostraram eficazes em diminuir a
viabilidade celular para 70 % e 40 %, respetivamente. Viabilidade esta que é completamente
restaurada na presenca de 1 ng/mL de HSP47, HSP60, HSP70 e HSP90 em células tratadas com
H>02 (60 uM), mas ndo em células tratadas com TG (2,5 uM). Resultados similares séo
observaveis nos testes para avaliacdo da atividade de caspase-3, ou seja, a TG (2,5 uM) é mais
eficaz na sua ativacao do que o H20> (60 uM), e apenas o efeito do H202 pode ser revertido por
HSPs.

Termos chave: Proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins, HSP); Apoptose; Espécies

reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species, ROS).



Abstract

The negative consequences of stress are felt in all cellular components from DNA to
lipid membranes, and proteins, potentially triggering programed cell death (apoptosis). To
minimize the damage induced by stress, cells have developed a complex response machinery
that is able to read environmental changes that threaten cellular homeostasis. Among the most
effective systems are proteins known as Heat Shock Proteins (HSP) that act both at the
mitochondrial level by controlling the release of pro-apoptotic proteins, and at the post-
mitochondrial level by preventing the activation of caspases.

Despite the cytoprotective role of HSP being well studied in different cell types, little is
known about the effect of HSPs when overexpressed in human lymphoid lines such as the U937.
It would be interesting to characterize the role(s) of these proteins (HSPs) in an apoptosis model
induced by Reactive Oxygen Species (ROS) such as hydrogen peroxide (H2O2) or by
intracellular calcium overload induced by thapsigargin (TG) using the U937 cancer cell line.
To do this | first studied the effect of HSP over-expression in a cell viability/death model
induced by H>O> or TG. The last step was to investigate whether cell death was related to
activation of caspases, so | proceeded to the measurement of caspase-3 activity under the same
conditions.

The results showed a decrease of HSP70 and HSP90 expression after 24 h of exposure
to H202 (60 uM) and TG (2,5 uM), compared to untreated U937 cells. H.O> (60 uM) and TG
(2,5 uM) also proved to be effective in reducing cell viability to 70 % and 40 %, respectively.
Cell viability was completely restored by 1ng/mL of HSP47, HSP60, HSP70 and HSP90 in
cells treated with H2O2 (60 uM), but not in cells treated with TG (2,5 uM). Similar results were
observed in the tests for assessment of caspase-3 activity, in other words, TG (2,5 uM) was
more effective in caspase-3 activation than H20. (60 uM), and only H,O> effects could be
reversed by HSPs.

Keywords: Heat Shock Proteins (HSP); Apoptosis; Reactive Oxygen Species (ROS).
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1. Introducao

1.1. Proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins, HSP)

A primeira descricdo das proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins, HSP)
remonta a Tissieres e colaboradores em celulas de Drosotfila e data de 1974 [1]. Anos mais
tarde, descobriu-se que a sequéncia de ADN responsavel por regular a expressdo dos genes de
choque térmico em células eucarioticas é invariante desde a levedura até ao Homem [2, 3].

Podemos dividir as HSPs em seis familias de acordo com o seu peso molecular: sHSP,
HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 e HSP100 [4]. As familias de maior peso molecular (HSP60,
HSP70 e HSP90) dependem de ATP para o seu correto funcionamento bem como de co-
chaperones para a sua modelagem conformacional. Por outro lado, as SHSPs s&o independentes
de ATP [5]. As HSPs podem ser expressas constitutivamente (Hsp60, Hsp73 e Hsp90) e/ou ser
induzidas (Hsp27 e Hsp72) por diferentes tipos de stress [6, 7, 8, 9].

1.1.1.  Fatores indutores das proteinas de choque térmico (Heat
Shock Proteins, HSP)

Sdo varios os estimulos que podem conduzir a expressdao de HSPs. Entre 0s quais
podemos referir: hipertermia [10, 11, 12], desidratacdo [13], hipoxia [14], metais pesados [15],
radicais livres [16] e inducdo viral [17, 18, 19, 20], entre outros [6, 21, 22].

1.1.2. Regulacdo das proteinas de choque térmico (Heat Shock
Proteins, HSP)

A transcricdo dos genes que codificam para as HSPs é regulada por fatores de
transcricdo de choque térmico (Heat Shock Factor, HSF) (Figura 1.1.) [22, 23] que se ligam a
elementos de choque térmico (Heat Shock Element, HSE) existentes nos promotores dos genes

que codificam para as proteinas de choque térmico. Os HSE sdo motivos pentanucleotidos 5°-



NnGAAN-3’ geralmente localizados a 80-150 pares de base acima do local de iniciacdo da
transcricdo do ARN [24, 25, 26].

A familia de proteinas cinases ativadas por mitogénio (Mitogen Activated Protein
Kinases, MAPKs) tem sido descrita como inibidora da resposta ao choque através de alteragdes
no estado de fosforilagdo do HSF1 [27, 28].

Tnmenzacio

Fosforilacio

o bhhT B

HEP
wsf)  (asF @
[HEP] [HEP

000,

* HEF CINASE

HEp *,/ Transcrigio
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Figura 1.1. Mecanismo de sintese de HSPs aquando da inducéo de stress. Adaptado de [418]. Sob condi¢des
de ndo-stress, as HSPs ligam-se aos HSFs presentes no citosol, tornando-os mondmeros inativos [419, 420].
Quando é induzido um stress na célula, os HSFs separam-se das HSPs e sdo fosforilados pela proteina cinase C
(Protein Kinase C, PKC) ou por outra serina/treonina cinase originando um homotrimero [421, 422] que entra no
nacleo, liga-se ao HSE localizado na regido promotora dos genes HSPs e é novamente fosforilado, desta vez por
HSF cinases [423], dando inicio a transcri¢do de genes HSP [424].

1.1.3. Funcdo das proteinas de choque térmico (Heat Shock
Proteins, HSP)

De um modo geral podemos apontar algumas fungdes caracteristicas de todas as HSPs
que serdo descritas e exemplificadas mais a frente nas seccdes destinadas a cada HSP.

1) Dobramento/desdobramento (folding) de proteinas [29, 30, 31];

2) Ligar transientemente a um peptido/proteina para impedir que este se enrole antes da
sua sintese estar completa [32];

3) Manter um péptido/proteina na conformacgdo apropriada para que este possa

atravessar membranas de organelos [8, 33, 34];



4) Prevenir a agregacao proteica e restaurar a atividade de enzimas desnaturadas como
a citrato sintase, f-galactosidase ou luciferase [29, 31];

5) Estabilizacdo do citoesqueleto através da interacdo direta com proteinas estruturais
[35, 36, 37, 38];

6) Manter os complexos apo-recetores esteroides ativos para os ligandos [39];

7) Desmontagem ativa de vesiculas revestidas de clatrina [40];

8) Protecdo/recuperacdo de cardiomiocitos [41, 42, 43, 44, 45, 46] e neuronios [47, 48,
49, 50, 51] ap6s o choque;

9) Combate a doencas degenerativas [52, 53];

10) Protegéo contra doengas infeciosas como conjuntivite granulomatosa [54], doenca
de legionarios [55] e maléria [56];

11) Facilitar o transplante de tecidos [57, 46];

12) Regular a mitogénese [58];

13) Regular o ciclo celular [59, 60];

14) Regular a proliferacéo celular [61];

15) Regular a diferenciacgéo celular [62, 63];

16) Regular a apoptose [64, 65, 66];

17) Promover a ubiquitinacdo e lise proteossémica de metabolitos toxicos [67, 68, 69];

18) Apresentacdo de antigénios a moléculas da classe | e Il do Complexo principal de
histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex, MHC) [70, 71, 72, 73].

1.1.4.  Pequenas proteinas de choque térmico (small Heat Shock
Proteins, SHSP)

As sHSP constituem um grupo de proteinas cujo tamanho varia entre os 15 a 30 kDa e
que partilham sequéncias homdlogas e propriedades bioquimicas como a propria fosforilacao e
oligomerizacao [74].

Estruturalmente, todas as sHSP partilham um dominio C-terminal de 80-100 residuos
de aminoécidos, referido como dominio alfa-cristalino que é responsavel pela fungéo chaperone
[75]. O dominio N-terminal é menos conservado, mas existe uma pequena regido rica em
residuos de prolina/fenilalanina que contém um ou dois motivos WD/EPF ou WDPF que estdo
relacionados com processos de oligomerizagao [76].

Funcionalmente as sHSP estdo associadas a sintese e degradagdo proteica, que

geralmente ocorre em periodos de elevada reorganizacdo celular como é o caso da



embriogénese [77]. A acumulacdo de grandes quantidades de proteinas desdobradas leva a que
as sHSP formem agregados como sinal para a apoptose [78].

1.14.1. Proteina de choque térmico 22 (Heat Shock Protein
22, Hsp22)

A Hsp22 ou ap-cristalina é a proteina estrutural mais abundante na lente ocular.
Tecidularmente é também significativamente expressa no coracao, constituindo 1 a 3 % de
todas as proteinas soltveis [79, 80]. Em cardiomidcitos ndo estimulados a aB-cristalina €
altamente sollvel e permanece na fragdo citosdlica sob a forma de complexos hétero-
oligoméricos de 500 a 800 kDa tanto in vivo como in vitro [81]. Quando as células sdo
submetidas a stresses como calor ou isquémia a Hsp22 migra rapidamente para a fracédo
insoldvel (nucleo ou bandas Z do citoesqueleto) formando um padrdo semelhante a desmina e
actina [82].

1.1.4.2. Proteina de choque térmico 27 (Heat Shock Protein
27, Hsp27)

O aumento dos niveis de Hsp27 em resposta ao stress é precedido de uma fosforilacéo
num residuo de serina (Ser-15, Ser-78 ou Ser-82) [83], resultando na divisdo de um grande
oligbmero em sub-unidades tetraméricas [84]. Esta fosforilacdo é catalizada pelas proteinas
cinases ativadas por MAPK (MAP Kinase-Activated Protein, MAPKAP) 2 e 3 [85] que por sua
vez sao fosforiladas por p38 [86]. Outas evidéncias defendem que a Hsp27 também pode ser
fosforilada pela isoforma delta da PKC [87]. Uma vez fosforilada a Hsp27 associa-se a
proteinas como a proteina associada aos dominios de morte (Death-domain associated protein,
DAXX) [88], proteina cinase B (Protein Kinase B, PKB) [89], | kappa B cinase (IxB kinase,
IKK) [90] ou actina [91]. A fosforilagdo também parece ser importante para a sua translocagdo
para o nucleo [92] onde é capaz de alterar pds-traducionalmente alguns fatores de transcricéo
como o HSF1 (regulagédo da resposta ao stress) [93], provocar a ubiquitinagéo e degradagéo
proteossomica do fator de diferenciacéo eritroblastica (Erythroid transcription factor, GATA-
1) quando acetilado [94] ou inibir a sintese proteica através da ligacdo ao fator de iniciacéo
eucaridtica humano 4G (eukaryotic Initiation Factor 4G, elF4G), um fator essencial na
iniciacdo da traducdo de ARNm (isto pode ser visto como um mecanismo protetor para impedir

uma possivel acumulacao de proteinas unfolded que poderiam levar a morte celular) [95, 96].



Podemos assim concluir que entre as principais funcdes da Hsp27 estd estabilizar o
citoesqueleto [97], reparar ou remover proteinas danificadas [98], prevenir a apoptose através
da capacidade de sequestrar citocromo ¢ e pro-caspase-3, inibir a agregacao proteica [5] e a
polimerizacgéo da actina [99, 100, 101, 102].

1.1.4.3. Proteina de choque térmico 32 (Heat Shock Protein
32, Hsp32)

As Hsp32 ou Heme Oxigenases (Heme Oxygenase, HO) séo as enzimas limitantes na
degradacdo do heme, biliverdina, ferro molecular e dioxido de carbono [103]. Trés genes
relacionados, mas unicos, codificam as trés isoformas da Hsp32: HO-1, HO-2 e HO-3 [104,
105, 106].

A HO-1 é a isoforma mais abundante, encontra-se a niveis elevados em cardiomidcitos
[107] e € induzida por diversos tipos de stress: hipdxia, isquémia, peroxido de hidrogénio,
hemina e metais pesados (selénio, cobalto, cadmio e estanho) [108].

Ao contrario da HO-1, a HO-2 nédo é induzida por choque térmico [109, 110]. Uma
copia do gene produz cinco transcritos diferentes [111] que resultam numa proteina 43 %
semelhante 8 HO-1 [112].

A HO-3 é o resultado de um transcrito de 2.4 kb que codifica para uma proteina de 33
kDa estruturalmente muito semelhante a HO-2 (90 % de homologia) e um pouco menos
homdloga relativamente a HO-1 (50% de homologia). A HO-3 é expressa no baco, figado, timo,

prostata, coragdo, rim, cérebro e testiculos [113].

1.1.5.  Proteina de choque térmico 47 (Heat Shock Protein 47,
Hsp47)

As Hsp47 pertencem a superfamilia de serpinas e sdo significativamente induzidas por
calor ou estados fisiopatoldgicos associados ao aumento da sintese de colagénio como a fibrose
hepatica [114]. Os membros desta familia possuem uma estrutura secundaria altamente
conservada que é formada por um “ndcleo” constituido por trés folhas B em redor de nove
hélices a [115].

Apenas ¢é expressa em células produtoras de colagénio [114] e liga-se exclusivamente a
este ou a sua proto-forma [116, 117] nas repeti¢cbes Gli-X-Y [118] estabilizando a tripla hélix
e prevenindo dissociac¢fes [119, 120]. Apos a ligacéo pré-colagénio-Hsp47, os complexos sdo

transportados do reticulo endoplasmatico (Endoplasmic Reticulum, ER) para o complexo de
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Golgi [121, 122] onde a Hsp47 se dissocia e volta para o ER onde exerce novamente esta fungéo
[123].

1.1.6. Familia da proteina de choque térmico 60 (Family of Heat
Shock Protein 60, HSP60)

As chaperoninas dividem-se em dois grupos sequencialmente diferentes mas
estruturalmente semelhantes [124]. O grupo | encontra-se em procariotas e organelos
endossimbidticos como mitocondrias [125, 126] e cloroplastos [127]. O grupo Il existe no
citosol de procariotas archeaea e de eucariotas [128]. O grupo | inclui GroEL no citosol
bacteriano, Hsp60 em mitocdndrias [129] e proteina de ligacdo a Rubisco (Rubisco binding
protein, RuBisCoBP) em cloroplastos [130]. O grupo Il é constituido pela Thermosome em
archeae e pelo complexo anelar do complexo-t polipéptido-1 (t-complex polipeptide-1 ring
complex, TRiC) em eucariotas [131].

Os membros do Grupo | cooperam com um co-factor pertencente a familia HSP10 que
regula a ligagdo ao substrato e a atividade ATPase [69]. Na presenca de ADP duas moléculas
de HSP10 ligam-se a uma de HSP60 formando um complexo hétero-oligomérico com 14
subunidades idénticas dispostas em dois anéis heptaméricos contendo uma cavidade a qual as
proteinas recém-sintetizadas/translocadas se ligam para serem corretamente conformacionadas
[69, 132]. As HSP60 que se encontram no citosol (Thermosome e TRIC) sdo expressas

constitutivamente [133] e ndo necessitam de co-factor HSP10 [134].

1.1.7.  Familia da proteina de choque térmico 70 (Family of Heat
Shock Protein 70, HSP70)

As HSP70 compreendem proteinas com pesos moleculares entre 66 e 78kDa codificadas
por uma familia de 11 genes humanos [135]. Muitas delas estéo localizadas no citosol, como é
0 caso da Hsp70 indutivel (Hsp72) ou da Hsc70 constitutiva (Hsp73) (Figura 1.2.) [136].
Outras encontram-se na mitocondria (mtHsp70) [137, 138] ou no ER como a proteina
relacionada com a glucose 78 (Glucose Related Protein 78, GRP78) [139] ou proteina de
ligagdo a imunoglobulina (Binding immunoglobulin Protein, Bip) (ambas de forma
constitutiva) [140].
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Figura 1.2. Estrutura das proteinas Hsp70 e Hsc70 humanas. Adaptado de [418]. Ambas contém um fragmento
de 44kDa (residuos 1-386) bastante conservado que contém o dominio ATPase (ATP Binding Domain, ABD)
[425] e um dominio de ligacdo ao péptido (Peptide Binding Domain, PBD) de 18kDa (residuos 384-543) que
consiste em duas folhas B antiparalelas e uma hélice o [426, 427, 428]. A estrutura C-terminal de 10kDa (residuos
542-640/646) é a fragdo menos analoga entre as diferentes HSP70 [429, 430].

A ligacdo da molécula de ATP é explicada em poucos passos: comeca pela rapida
formacdo de complexos frageis, seguido de um lento rearranjo estrutural que aumenta o Kd da
molécula de ATP [141] e reforca a ligagdo Hsp70-ATP com a posterior conversao do complexo
Hsp70-ATP-substrato para a conformacdo ADP, estabilizando a interagdo Hsp70-substrato
(Figura 1.3.) [142]. O passo final do ciclo ATPase € a libertacdo de ADP e Pi que permite uma
nova ligacdo de ATP [143, 144]. O ciclo ATPase da Hsp70 consiste na alteracdo entre o estado
de baixa afinidade e trocas rapidas (estado ATP) e o estado ADP de alta afinidade e trocas lentas
de substrato. Tendo em consideracdo que em condicdes fisioldégicas normais a concentracao
citoplasmatica de ATP € elevada, a hidrélise do ATP € o passo limitante do ciclo [142], o que
faz com que seja constantemente sujeito a regulacdo e alteracdo [143]. A sua taxa maxima de
sintese ocorre 3-5h ap0s 0 choque e regressa ao normal apds 8h [145]. Durante o choque térmico
(e um periodo imediatamente ap0s) a sua concentragdo intensifica-se no nucleo procedente do

citoplasma [69].



Figura 1.3. Estrutura da proteina Dnak com enfase (a verde) para o local de liga¢do ao substrato. Adaptado
de [431]. A verde encontram-se uma folha-B com a B1 e B2 inclinadas 20° relativamente as vizinhas p4 e B5. A
conexao entre estas é estabelecida por quatro loops, dois externos (L3,4 e L5,6) e dois internos (L1,2 e L4,5). Este
segmento é seguido por hélices-a de A a E. As hélices A e B estdo empacotadas na sandwich-B por interacdes
i6nicas e hidrofébicas, contribuindo para a estabiliza¢do desta e para a ligacao do substrato (azul) [432] A cavidade
de ligacdo ao substrato consiste num canal de aproximadamente 5x7A formado pelas folhas B1 e B2 e pelos loops
L3,4 e L1,2e estabilizada pelos loops L4,5, L5,6 e pela hélice B que funciona como uma tampa, impedindo a saida
prematura do substrato [431, 432].

1.1.7.1. Proteinas auxiliaries dos membros da familia da
proteina de choque térmico 70 (Family of Heat Shock

Protein 70, HSP70)

Vaérias proteinas como a Hsp40 [146, 147, 148], Hsp110 (Figura 1.4.) [149, 150, 151],
proteina de interacdo com a regido C-terminal da HSC70 (C-terminus of HSC70-Interacting
Protein, CHIP) [152], proteina organizadora da Hsp70/Hsp90 (Hsp70/Hsp90 Organizing
Protein, HOP) [153], proteina de interacdo com a huntingtina (Huntingtin Interacting Protein,
HIP) [154], atanogene associado a Bcl-2 (Athanogene Associated with Bcl-2, BAG) [155, 156]
e proteina 1 de ligagdo a proteina de choque térmico 70 (Heat Shock Protein 70 Binding Protein
1, HspBP1) [157] foram identificadas como co-chaperones das HSP70, podendo ligar-se tanto
ao ABD como ao PBD de forma a modular a sua atividade [158, 159, 160, 161].

Estudos de imunocitoquimica revelaram que a Hsp110 encontra-se preferencialmente
localizada dentro ou perto do nucleo [162]. No citosol, forma complexos de elevado peso
molecular com as proteinas Hsc70 [163], Hsp70 [164], Hsp90 [165] e Hsp40 por forma a
prevenir a agregacao proteica de forma dependente de ATP [166]. Para além da Hsp110 fazem
ainda parte desta familia as proteinas Hsp105 [167], Apg-1 [168] e a proteina de stress osmético

94 (Osmotic stress protein 94, Osp94) [169]. Nos mamiferos existem duas isoformas da
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Hsp105: Hspl05a e Hspl05B [167]. A isoforma Hspl05a € constitutivamente expressa e tem
como principal funcdo controlar a biogénese e o dobramento da proteina reguladora de
condutancia transmembranar de fibrose cistica (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator, CFTR) no ER [170].

COOH

ATPase

Dominio A

Figura 1.4. Estrutura proposta para a Hsp110. Adaptado de [433]. Os residuos 1 a 394 (dominio A) sdo
responsaveis pela ligacdo ao ATP (ABD). A partir do aminoacido 394 ao 509 situam-se sete folhas [ (dominio B)
responsaveis pela ligacdo ao péptido (PBD). Os seguintes 98 residuos da proteina (510-608) sdo carregados
negativamente e formam um loop designado de “dominio L”. Os restantes residuos (608-858) formam uma série
de hélices a conhecidas como “dominio H” [432].

A proteina Hsp40 é utilizada pelas HSP70 como co-chaperone devido ao seu dominio J
(80 aminoécidos altamente conservados localizados perto do terminal amina e dispostos em
quatro hélices com um loop entre a22 e a 32 hélice) [171, 172, 173]. A Hsp40 estimula a hidrélise
de ATP, resultando numa alteragdo conformacional que fecha o recetaculo da HSP70,
facilitando a captura de substratos proteicos ndo-nativos [174]. A parceria com as HSP70 ndo
fica por aqui: tambem & capaz de encontrar substratos proteicos e marca-los para serem mais
facilmente reconhecidos pela HSP70 [29].

A proteina de 60kDa HOP forma dimeros e interage com a regiao C-terminal da Hsp70
(e Hsp90) através dos seus trés dominios tetratricopéptidos (tetratricopeptide repeat, TPR)

[175] de forma a regular a resposta ao choque e integrar o complexo recetor de progesterona



[176]. A CHIP é uma proteina de 35kDa que forma dimeros e compete com a HOP pela regido
C-terminal das Hsp70 e Hsp90 [177] de forma a inibir a atividade chaperone destas proteinas
[178]. A HIP é uma proteina de 43kDa que interage com o dominio ATPase da Hsc70 [154].
As funcdes da HIP incluem estimular a ativacdo do recetor de glucocorticoides (mas nédo de
mineralocorticoides, estrogénio ou progesterona) [179], estabilizar o estado ADP e estimular a
atividade chaperone da HSP70 [155].

1.1.1.1, Funcdes dos membros da familia da proteina de
choque térmico 70 (Family of Heat Shock Proteins
70, HSP70)

As HSP70 encontram-se presentes em quase todos os compartimentos celulares
exercendo funcGes como: (1) auxiliar o dobramento de algumas proteinas recém-sintetisadas
[29, 30, 130, 180]; (2) ajudar no deslocamento de proteinas através das membranas organelares
[33, 181]; (3) controlar a atividade bioldgica de proteinas reguladoras como fatores de
transcricdo [182, 183]; (4) preservar a funcdo de proteinas mutadas [184, 185] tais como p53
[186], CFTR AF508 [186, 188, 189, 190] ou superoxido dismutase (SOD) [191]; (5)
desmontagem de estruturas proteicas oligoméricas [192]; (6) facilitar a degradacdo proteolitica
de proteinas instaveis [67, 193, 194].

1.1.2.  Familia da proteina de choque térmico 90 (Family of Heat
Shock Protein 90, HSP90)

Sao quatro as proteinas pertencentes a esta familia: as isoformas citoplasmaticas
Hsp90a (induzivel) e Hsp90p (constitutiva), a mitocondrial Hsp75 ou proteina 1 associada ao
recetor TNF (TNF Receptor-Associated Protein 1, TRAP1) e a proteina regulada por glucose
94 (Glucose-Regulated Protein 94, GRP94) do ER [195, 196, 197]. Alguns estudos relatam a
existéncia de uma quinta forma associada a transformac&o celular denominada Hsp90N [198].
As isoformas citoplasmaticas apresentam uma homologia de 86% entre si [195, 197].

As Hsp90a e Hsp90B encontram-se principalmente sob a forma de homodimeros (aa
ou BB), apesar de a isoforma a dimerizar mais rapidamente que a B. Também podem ocorrer
sob a forma de monomeros, heterodimeros ou oligémeros [197]. Quando estimuladas por stress
translocam-se para o nucleo [199] onde interagem com histonas [200] e induzem a condensagéo

da cromatina [201].
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1.1.2.1. Co-chaperones e proteinas clientes da familia da
proteina de choque térmico 90 (Family of Heat Shock
Protein 90, HSP90)

As co-chaperones ciclo de divisdo celular 37 (Cell cycle division, Cdc37), p23, ativador
da HSP90 ATPase (Activator of heat shock 90kDa protein ATPase homolog 1, Ahal), proteina
fosfatase 5 (Protein Phosphatase 5, PP5), HOP e CHIP permitem que as HSP90 se associem
com um namero significativo de proteinas sinalizadoras (proteinas clientes) incluindo recetores
esterdides [39], proteina de diferenciagdo miogénica 1 (Myogenic Differentiation 1, MyoD)
[202], cinases de tirosina como v-Src [203] e c-Kit [204], cinases de serina/treonina como Raf-
1 [205] e Akt [206] e proteina de interacdo com o recetor (Receptor-Interacting Protein, RIP)
[207] que sem as HSP90 seriam degradadas.

1.1.2.2. Funcbes dos membros da familia da proteina de
choque térmico 90 (Heat Shock Protein 90, HSP90)

De entre as suas fungdes podemos citar: transducdo de sinal [208], folding [29, 209],
estabilizacdo do citoesqueleto [210, 211], manutencdo dos complexos apo-recetores esteroides

[39, 212], regulacdo do ciclo celular [59], diferenciacdo [62, 63] e apoptose [64].

1.2. Apoptose
Podemos definir apoptose como uma forma de morte celular controlada e dependente
de energia. Foi descrita como um processo altruista através do qual as células se suicidam de

forma a protegerem as vizinhas de um processo inflamatério catastrofico [212].

1.2.1.  Causas da apoptose

A apoptose pode ser desencadeada por estimulos como: hipertermia, agentes oxidantes,
hipdxia, citocinas, glucocorticoides, drogas citotoxicas, agentes quimioterapéuticos, entre
outros [213, 214, 215].

1.2.2.  Carateristicas da apoptose
A apoptose pode ser reconhecida por caracteristicas fisiologicas e bioquimicas muito
marcadas e coordenadas [216]. De um modo geral trata-se de um fendmeno bastante rapido

com inicio em alguns acontecimentos bioquimicos mais discretos como acidificacdo celular,
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aumento do Ca?* intracelular e degradacéo de proteinas especificas [214, 217], passando depois
para os morfoldgicos: retracdo celular, perda de aderéncia & matriz [218], contracdo do
citoplasma [219], vesiculacdo de membranas [220], condensacdo da cromatina, fragmentacéo
do ADN nuclear e formacdo de corpos apoptéticos que sdo rapidamente fagocitados por
macrofagos e removidos sem causar infe¢do [221, 222]. Por norma os organelos celulares
mantém a sua estrutura, com excepcao da mitocondria que pode apresentar rutura da membrana
externa [223].

1.2.3.  Caspases

Os estimulos que levam a apoptose acabam por convergir na ativacdo de uma familia
de proteases que contém uma cisteina no dominio catalitico e a capacidade de reconhecer e
clivar proteinas intracelulares que possuem residuos de aspartato, denominadas caspases [224,
225]. Até ao momento foram descritas 14 caspases diferentes em mamiferos, 11 das quais estdo
presentes em humanos [226]. Estas sdo constitutivamente expressas nas células como
zimogénios (pro-caspases) e sdo ativadas em resposta ao estimulo apoptotico [227]. A ativacdo
de caspases acontece de forma hierdrquica via alteracdes na estrutura tridimensional ou por
clivagem proteolitica. Primeiro sdo ativadas as caspases com um pro-dominio longo, as
chamadas caspases iniciadoras (8, 9 e 10), que por sua vez ativam as caspases de pré-dominio
curto, as caspases efetoras (3, 6 e 7) que propagam o sinal de morte clivando proteinas chave
[228, 229]. As restantes estdo envolvidas no processo de maturacdo de citocinas e a sua
contribuicdo para a apoptose todavia ndo esta bem esclarecida [230].

1.2.4.  Fases apoptoticas
Podemos sequenciar o processo apoptético em trés fases: (1) a fase de iniciacdo ou
sinalizacdo pode dar-se através da ativacdo de recetores de morte (via extrinseca), da via
mitocondrial (intrinseca) ou da via do ER; (2) fase de transducdo do sinal ou preparatéria na
qual se d& a ativacao de caspases iniciadoras (8, 9 e 10); (3) a fase de execu¢do ou de morte
envolve a ativagéo das caspases efetoras (3, 6 e 7) [226].

1.2.5.  Vias apoptdticas
Podemos definir duas vias apoptéticas centrais mediadas por caspases: a via extrinseca

ou acoplada a recetores e a via intrinseca ou mitocondrial (embora as duas possam estar ligadas)
[231].
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1.25.1. Via Extrinseca

A via extrinseca comega com a unido de um ligando a um recetor de morte acoplado a
membrana como por exemplo Fas (APO-1/CD95) ou recetor do ligando indutor de apoptose
relacionado com TNF (TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor, TRAIL-R1 ou
TRAIL-R2) (Figura 1.6.) [232, 233, 234].
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Figura 1.5. Funcionamento dos recetores TRAIL-R2/R1. Adaptado de [434]. Os recetores TRAIL-R1 e R2
contém um dominio extracelular rico em residuos de cisteina [435] e um dominio citoplasmatico com 65
aminoacidos denominado dominio de morte (Death Domain, DD) [436] que interage com o DD de proteinas
adaptadoras citosolicas como o dominio de morte associado ao receptor TNF (TNF Receptor-Associated Death
Domain, TRADD) ou o dominio de morte associado ao Fas (Fas-Associated protein with Death Domain, FADD).
Estas proteinas, por sua vez, contém dominios efetores de morte (Death Efector Domain, DED) que possibilitam
a ligacdo a DEDs de pro-caspases-8, provocando a sua auto-ativagdo proteolitica [437, 438, 439]. A caspase-8 que
dai resulta cliva e ativa a proteina agonista de morte de dominio de interacdo BH3 (BH3 interacting-domain death
agonist, Bid), gerando um fragmento pré-apoptético que se transloca para a mitocondria, permeabilizando a
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membrana externa e libertando citocromo c¢ para o citoplasma [440, 441] onde interage com fator de ativacdo de
apoptose 1 (Apoptotic protease activating factor 1, Apaf-1) [442] na presenca de dATP/ATP potenciando a sua
oligomerizacéo [443, 444]. O apoptossoma resultante recruta e ativa a pré-caspase-9 que por sua vez recruta, cliva
e ativa as caspases efetoras 3 e 7 [445]. Os acontecimentos que tém lugar apés a permeabilizacdo da mitocondria
sd0 comuns a via intrinseca descrita no sub-capitulo seguinte (1.2.5.2. Via intrinseca).

Para aléem da molécula adaptadora FADD, a proteina associada aos dominios de morte
(Death-domain associated protein, DAXX) pode traduzir os sinais de morte do ligando Fas
para a cinase reguladora do sinal apoptdtico 1 (Apoptosis Signal-regulating Kinase 1, ASK1) e
desta para cinase c-Jun N-terminal (c-Jun N-terminal Kinase, JNK) [235].

1.25.2, Via intrinseca

A integracdo de inimeros estimulos de morte pela mitocéndria leva a formacéo de um
“megaporo” denominado poro de permeabilidade transitoria (Permeability Transition Pore,
PTP) que é formado pelo translocador de adenina na membrana interna e pelo canal de anides
dependente da voltagem na membrana externa [236, 237]. Através dele ocorre a fuga de
moléculas pré-apoptéticas para o citoplasma [238, 239, 240] como citocromo ¢ [241], segundo
ativador de caspases derivado da mitocondria (Second mitochondria-derived activator of
caspases, Smac) /proteina de ligacéo direta ao IAP com baixo pl (Direct IAP binding protein
with low pl, DIABLO) (Figura 1.7.) [242], fator de inducdo apoptotica (Apoptosis-Inducing
Factor, AIF) [243, 244, 245] e endonuclease G (EndoG) [246].
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Figura 1.6. Citocromo ¢ na ativagdo de caspase-3. Adaptado de [446]. Les6es mitocondriais levam a libertagdo
de citocromo c para o citoplasma onde se liga ao Apaf-1 promovendo a sua oligomerizagdo e expondo o seu
dominio de ativacdo e recrutamento de caspases (Caspase Activation and Recruitment Domains, CARD) [447]
que na presenca de dATP [448] permite que se ligue a pro-caspase-9 [449] dando origem a uma estrutura designada
apoptossoma [450]. Uma vez ativa, a caspase-9 provoca a maturacgao proteolitica (auto-ativacdo) da prd-caspase-
3 [451]. Por outro lado, o Smac/DIABLO também libertado pela mitocondria no mesmo processo promove a
apoptose removendo as proteinas inibidoras de apoptose (Inhibitor Apoptosis Protein, 1APs) da sua ligagao
inibitoria as caspases [242, 452, 453].

O AIF é uma flavoproteina efetora de morte que se desloca da mitocdndria para o citosol
e deste para o nucleo onde induz a condensagdo da cromatina e fragmentacdo do ADN em
fragmentos de 50kb, independentemente da ativagdo de caspases [247, 248, 249, 250]. A
translocacdo do AlF € inibida por Bcl-2 [251], Hsp70 e Hsc70 [252].

Alguns membros da familia Bcl-2 séo anti-apoptéticos como é o caso de Bcl-2 [253] e
da proteina linfoma de células B extra grande (B-cell lymphoma-extra large, Bcl-XL) [254].
Estas atuam sobre as caspases de duas formas: regulando a libertacdo de moléculas ativadoras
de caspases como citocromo ¢ [255] e AIF (apenas Bcl-2) [256] e aprisionando as caspases na
membrana mitocondrial prevenindo a sua ativacdo [257, 258, 259].

Por outro lado, alguns membros desta familia sdo pré-apoptéticos, como € o caso do

antagonista/assassino Bcl-2 (Bcl2-antagonist/killer, Bak) e da proteina X associada ao Bcl-2
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(Bcl2-associated X protein, Bax) [260, 261]. Quando existe ADN danificado, da-se a
translocacéo da histona H1.2 do ndcleo para o citoplasma [262] onde ativa proteinas como a
Bak levando a sua migracao para a mitocéndria, oligomerizacao libertacdo de (mais) citocromo
c e outras moléculas pro-apoptdticas [263, 264, 265]. Durante a apoptose, Bax e Bid (reguladas
pela libertagdo de citocromo c¢) mobilizam-se do citosol para as membranas sub-celulares
(sobretudo mitocondrial) [266] levando a uma perda de potencial de membrana e uma posterior
abertura do PTP que conduz a libertacdo de mais citocromo c e de outros fatores mitocondriais
indutores de apoptose que ativam caspases que levam a fragmentacdo de ADN e consequente
morte celular [267, 268]. A proteina Bax também atua sobre a membrana do ER, facilitando a

saida de Ca?* para o citosol e posterior entrada no ndcleo [269, 270, 271].

1.2.5.3. Via do reticulo endoplasmatico

O ER responde a dois tipos de stress: proteinas ndo dobradas e disturbios na
concentragio de Ca?* intracelular [272, 273]. Qualquer um destes stresses faz com que o
complexo GRP78/Bip se disrompa e ative uma de trés proteinas transmembranares descritas
seguidamente. A ativacdo da cinase do reticulo endoplasmatico tipo proteina cinase ARN
(Protein kinase RNA-like Endoplasmic Reticulum Kinase, PERK) leva a paragem temporaria
da traducdo proteica e, sob certas condi¢des, a ativacdo da proteina pro-apoptética proteina
homologa C/EBP (C/EBP-homologous Protein, CHOP). Quando clivado o fator de transcricéo
de ativacdo 6 (Activating Transcription Factor 6, ATF6) induz a transcricdo de genes que
codificam para chaperones e fatores de transcricdo como o GRP78 e a proteina 1 de ligagdo a
X-box (X-box Binding Protein 1, XBP1) [274]. A enzima 1 requerida pelo inositol (Inositol-
requiring enzyme 1, Irel), quando ativa causa a inducdo do fator de transcricdo XBP1 que induz
a sua propria expressao e de outras proteinas envolvidas na via apoptética especifica do ER -
resposta a proteinas ndo-dobradas (Unfolded Protein Response, UPR) - que culmina com a

ativacdo da caspase-12 [275, 276].

1.2.5.4. Apoptose mediada por lipidos
O fator de necrose tumoral o (Tumour Necrosis Factor a, TNF-a) e o Fas ativam a via
de sinalizacéo da esfingomielina [277, 278]. Esta, quando fosforilada pela esfingomielinase de
membrana da origem a um lipido mediador da apoptose, a ceramida [279, 280]. Esta vai
despoletar a apoptose atraves da ativacédo de caspases [281, 282], da supresséo de Hsp70 [283],

da estimulacdo de sHSP [284] e da libertacdo de proteases lisossomicas (catepsinas) [285]. A
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apoptose induzida por ceramida pode ser inibida por Bcl-2 [286], Hsp70 [287] e pelo metabolito
derivado de ceramida, a esfingosina-1-fosfato [288].
Outro evento tardio € a exposic¢éo de fosfatidilserina na superficie exterior da membrana

citoplasmatica [289] sendo depois reconhecida pelo sistema imune [290].

1.2.5.5. Via independente de caspases
Algumas vias apoptéticas sdo independentes de caspases (anoikis) apesar de mais tarde
poderem convergir nestas. A EndoG e as AlFs sdo moléculas intermembranares libertadas ap6s
0 estimulo apoptdtico e que se deslocam para o nicleo dando inicio a apoptose sem caspases
[246, 249]. A Hsp70 € capaz de prevenir este tipo de apoptose ligando-se diretamente ao AlF e
inibindo a condensacdo de cromatina [252] ou associando-se a EndoG e prevenindo a
fragmentacdo do ADN [291].

1.2.5.6. Catepsinas

Os lisossomas sdo importantes integradores de sinais de morte [292]. As proteases
lisossomais, das quais as mais estudadas sdo as catepsinas, movimentam-se para o citosol em
resposta a uma grande variedade de estimulos como TNF-a [293], Fas [294], p53 [295] e
agentes lisossomotrépicos [296].

As catepsinas constituem uma classe de enzimas proteoliticas que contém varios tipos
de proteases. Os trés tipos principais sdo as proteases de cisteina (catepsinas B, C, H, L e S),
proteases de aspartil (catepsinas D e E) e proteases de serina (catepsinas A e G) [297]. As
catepsinas A, B, L e D sdo as que se encontram mais envolvidas no processo apoptético [293].
Sdo sintetizadas como pré-pré-enzimas inativas e glicosiladas pos-traducionalmente. As
catepsinas podem ser libertadas do lisossoma para o citosol, onde permeabilizam a membrana
mitocondrial externa [298] promovendo a libertacdo de moléculas pro-apoptéticas ou
resultando na apoptose por si s6 [299]. Outra forma de atuagdo citoplasmatica consiste na
clivagem de substratos como a Bid [300] que alteram a membrana mitocondrial e promovem a

libertacdo de citocromo c [301] que por sua vez cliva caspases dando inicio & apoptose [302].

1.3. Espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxigen Species, ROS)
As ROS sdo moléculas com potencial para danificar proteinas, lipidos e acidos
nucleicos, direta ou indiretamente. Podem ter origem ambiental ou endogena. Ao nivel

ambiental, os radicais livres podem formar-se devido a acdo de radiagbes ionizantes, luz
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ultravioleta, poluentes, fumo de tabaco, xenobioticos ou medicamentos. De origem enddgena,
as espécies reativas de oxigénio devem-se a rea¢fes enzimaticas, tais como as reag¢oes de auto-
oxidacéo, B-oxidacao de acidos gordos [303, 304], rutura mitocondrial [305], peroxissomas (D-
amino-acido oxidase, L-a-hidroxidcido oxidase, acil-CoA oxidase e urato oxidase) [306, 307]
e ER [308].

O radical superéxido (O2" 7) € produzido maioritariamente através da redugdo de
electrdes desemparelhados provenientes do Oz nos complexos | e I11 da mitocondria [307] e é
convertido em peroxido de hidrogénio (H202) por uma enzima chamada SOD (Equagéo 1.1.)
[308, 309, 310].

205 + 2H* - H,0, + 0,

Equacéo 1.1. Transmutacdo do radical superoxido. A SOD cataliza a transmutacéo de O, ~para H202 e O,

O H202 tem a capacidade de se difundir através das membranas podendo sair da
mitocondria para o citoplasma e deste para o nucleo [311]. No citosol reage facilmente com
metais de transicdo como o Fe?* ou Cu* podendo originar radicais hidroxilo (OH") via reacdo
de Fenton (Equacéo 1.2.) [312, 313]. A transferrina e a ferritina sequestram ides de ferro,
enguanto a ferroxidase sequestra ides de cobre, evitando reacdes de Fenton e a formacao de
radicais OH" (Equacéo 1.2.) [312].

Fe?* + H,0, » Fe3* + OH + OH™

Equacéo 1.2. Reagéo de Fenton. Processo de formacdo de OH" a partir de 4gua e de um metal de transicdo (neste
caso o Fe?").

Para além da reacdo de Fenton, o OH" também pode ser produzido através de homdlise

de agua por exposicado a radiacao ionizante (Equacao 1.3.) [309].

H,0 » OH + H'

Equacdo 1.3. Homdlise da 4gua. Processo de formagdo de OH" através da homolise da agua quando submetida a
radiacdo ionizante.

O OH" ataca tanto bases nitrogenadas como a desoxirribose, 0 que causa frequentemente
a rutura da cadeia de ADN [314]. Para além disso pode reagir com O2"~ produzindo oxigénio
singleto (*O2) (Equacéo 1.4.) [315].
0, +OH -» '0,+ O0H
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Equacédo 1.4. Formacédo de oxigénio singleto a partir de superoxido.

As ROS desempenham constantemente importantes fun¢bes no organismo como
producdo de energia, fagocitose, sinalizacdo intra e intercelular, sintese de substancias [316,
317] e protecdo contra patogénios [318] mas também estdo relacionadas com uma série de
patologias como artrite, choque hemorragico, doencas coronarias, cataratas, disfuncGes
cognitivas e cancro [309, 319].

A fim de evitar os efeitos perniciosos causados pelas ROS, o organismo desenvolveu
uma magquinaria de defesa composta por um vasto leque de moléculas denominadas de
antioxidantes [320]. Segundo Halliwell, “antioxidante é qualquer substancia que quando
presente em baixa concentracdo, comparada a do substrato oxidavel, regenera-o ou previne
significativamente a oxidacdo do mesmo” [321]. Estes podem ter uma ac¢do enzimatica
(macromoléculas) ou ndo-enzimatica (micromoléculas); ter origem na dieta ou serem
produzidas pelo préprio organismo e inibir (prevenir) ou reduzir os maleficios das ROS (Tabela
1.1)) [322, 323].

Tabela 1.1. Principais caracteristicas de alguns antioxidantes.

o Producao Acéo Atuacao
Antioxidante

Corpo | Dieta | Enzimatica | Ndo | Antes | Depois

Peroxidases de tiorredoxina (TPX) X X X

Peroxidase de glutationa (GPX)
Catalase (CAT)
Superoéxido dismutase (SOD)
Tiorredoxina (TRX)
Transferrina/Ferritina/Ferroxidase
Glutationa (GSH)
Coenzima Q10

Vitamina A/B-caroteno

X
X
X

X
X
X
X

X X| X| X| X| X| X

Vitamina C/Acido ascorbico

Vitamina E/a-tocoferol

X| X X| X| X| X| X
X| X X| X| X| X

x| X| X| X

Flavonoides

Peroxidases de tiorredoxina (TPX) dimerizam e catalisam a redugéo de H.O> em H.O e

O [324]. Tal como a Bcl-2, as TPX sdo capazes de inibir a libertacdo de citocromo ¢ da
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mitocdndria e inibir a peroxidacéo lipidica. No entanto, as TPX, ao contrario da Bcl-2, previnem
a acumulacdo de H.O: intracelular, sugerindo uma atuagéo prévia da Bcl-2 [325].

A SOD reduz a molécula altamente reativa O2"~ na menos reativa H20> (n&o radicalar)
[326] que pode ser reduzida pela catalase (CAT) (Equacdo 1.5.) [327], glutationa (GSH)
(Equacao 1.6.) [328] e tiorredoxina (TRX) [324] em H20. A reducdo de O2"~ a H20, também
pode ocorrer através da colisdo entre duas moléculas de O2" ; 0 que SO acontece sob

concentracdes muito elevadas [329].

2H,0, > 0, + 2H,0

Equacdo 1.5. Reagdo catalisada pela CAT. Consiste na dissociacdo de duas moléculas de H.O, em uma de
oxigénio molécular e duas de agua.

H,0, + 2GSH - 2H,0 + GSSG

Equacdo 1.6. Reacdo de oxidagdo de GSH para glutationa disulfito (GSSG) catalisada pela glutationa
peroxidase (GPX) na presenca de H20x.

Existem duas formas de SOD no organismo, a primeira contém Cu* e Zn?* como centros
redox e é expressa no citosol, sendo que a sua atividade ndo é afetada pela quantidade de ROS.
A segunda contém Mn?* como centro redox, encontra-se presente na mitocondria e a sua
atividade é sensivel ao stress oxidativo [328, 330].

A coenzima Q10 é uma ubiquinona lipossolivel que possui uma cadeia longa
isoprendide lateral. E o unico lipido produzido endogenamente que apresenta funcdo redox
[331]. Devido a longa cadeia lateral a sua funcdo estéa limitada ao meio lipossoluvel [332] de
organelos como o complexo de Golgi, os lisossomas e a membrana mitocondrial interna onde
participa na cadeia de transporte de electrdes [333] e na regeneracdo do tocoferol [334].
Também desempenha um papel importante na inativacdo de ROS (radical superoxido [328],
oxigénio singleto [335] e nitrito [333]).

De entre os carotendides, o B-caroteno € a principal fonte de vitamina A. Ao contrério
dos restantes agentes redutores, estes funcionam melhor a baixos niveis de Oz (0 que é comum
em tecidos bioldgicos), o que faz do p-caroteno é um dos mais eficazes eliminadores de 1O,
[336, 337, 338, 339].

O acido ascorbico ou vitamina C é comunmente encontrado no NOSSO organismo sob a
forma de ascorbato. Por ser muito solivel em agua, localiza-se nos compartimentos aquosos
dos tecidos organicos. Atua como agente redutor de metais de transicdo como o Fe®* e Cu?* e
da maioria das ROS. A sua oxidacdo produz inicialmente semidesidroascorbato que é entdo
reconvertido em ascorbato [340, 341, 342, 343].
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A vitamina E é constituida principalmente por quatro tocoferois e secundariamente por
quatro tocotrienois, sendo o a-tocoferol o mais ativo [344]. Estudos comprovam que a vitamina
E é um eficiente inibidor da peroxidacéo de lipidos in vivo [345]. Estas moléculas agem como
doadores de hidrogénio para o radical peroxilo, interrompendo a reacdo radicalar em cadeia
[346]. Cada tocoferol pode reagir com até dois radicais peroxilo [347].

Os flavonoides possuem uma estrutura ideal para inativacdo de radicais, sendo
antioxidantes mais efetivos do que as vitaminas C e E [348]. Podemos destacar: miricetina,
quecertina, luteolina, fustina, eriodictiol, taxifolina, acido cafeico, acido galico e acido elagico
[322, 349, 350].

2. Objetivos
Com este trabalho pretendeu-se averiguar o papel de quatro HSP (47, 60, 70 e 90) em
dois modelos de apoptose induzida: 1°) sobrecarga de célcio induzida por tapsigargina (TG);
2°) stress oxidativo. O agente oxidante escolhido foi 0 H202 por ser produzido por quase todas
as fontes de stress oxidativo intracelular, por se difundir livremente através das membranas e
pelo seu papel central na transdugéo de sinal [351].
Para alcancar o objetivo principal propus os seguintes objetivos especificos:
- Analisar o efeito de H20. e TG na expressdo de HSPs em células U937;
- Estudar as alteracGes na viabilidade celular em células U937 tratadas com HSPs e H.0>
ou TG;
- Verificar as alteracGes na atividade caspase em células U937 tratadas com HSPs e H,0>
ou TG.

3. Materiais e Métodos
3.1. Materiais
3.1.1. Equipamentos

- Cémara de Fluxo Laminar Microflow® Biosafety Cabinet Class 11 (Astec);
- Banho-maria SHEL LAB Digital Water Bath (Sleldon MFG);

- Microscépio invertido Primo Vert (Carl Zeiss);

- Microscopio Axioimager Z2 (Carl Zeiss);

- Incubadora INCOmed (Memmert);

- Banho seco Thermo-shaker TS-100 (Biosan);

- Centrifuga refrigerada Heraeus™ Fresco 17 Centrifuge (Thermo Scientific);
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Fonte de eletroforese PowerPac™ (Bio-Rad);

Sistema de eletroforese Mini-Protean® (Bio-Rad);

Sistema de transferéncia Amersham ECL™ (GE Healthcare);
Leitor de placas Infinite® M200 (Tecan);

Placas Immobilizer™ (Thermo Scientific);

Microplacas de 96 pogos BD Falcon™ (BD Biosciences);
Microplacas de 96 pocos BRANDplates® (Brand);

Placas de aquecimento com agitagdo MR Hei-Standard (Heidolph);
Barras agitadoras magnéticas octogonais com anel removivel;
Agitadores Vortex;

Agitadores de microplacas PMS-1000 (Grant);

Agitadores de microplacas Titramax 101 (Heidolph);

Agitadores orbitais Rotamax 120 (Heidolph);
Temporizador/cronémetro digital;

Balanca analitica CPA (Sartorius);

Balanca de precisdo CPA (Sartorius);

Placas de cultura de 6 pogos Cellstar® (Greiner bio-One);

Placas de cultura de 12 e 24 pocos TPP® (Biosystems);

Papel absorvente Amersham Hybond™ (GE Healthcare);
Membrana de transferéncia Amersham Hybond™ ECL™ (GE Healthcare);
Caixas de coloragdo Nalgene® (Thermo Scientific);

Tampades e géis pré-fabricados ClearPAGE™ (C.B.S. Scientific);
Pelicula Amersham Hyperfilm™ ECL™ (GE Healthcare);

Cassete para autorradiografia Amersham Hypercassette™ (GE Healthcare);
Frascos flask T25 Corning® (Sigma-Aldrich);

Frascos flask T75 Corning® (Sigma-Aldrich).

3.1.2. Reagentes
Albumina de soro bovino (Bovine Serum Albumin, BSA) (Sigma-Aldrich);
Marcador de peso molecular (Bio-Rad);
Dimetilsulfoxido (DMSO) Panreac®;
Substrato quimioluminescente SuperSignal® (Thermo Scientific);
Reagente de viabilidade celular PrestoBlue® (Invitrogen);
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Substrato caspase-3 DEVD® (Sigma-Aldrich);

NP40 Tergitol® (Sigma-Aldrich);

Leite em po desnatada (Nestle);

Revelador (Kodak);

Fixador (Kodak);

Running Buffer 10x (Bio-Rad);

Blotting Buffer 10x (Bio-Rad);

Tampdo de caspase (Enzo Life Sciences);

Cocktail inibidor de protéases (Protease Inhibitor Mix, PIM) UltraCruz™ (Santa Cruz
Biotechnology);

Peroxido de hidrogénio (10 M) H1009 (Sigma-Aldrich);

Tapsigargina (10 mM) T9033 (Sigma-Aldrich);

Meio celular RPMI BioWhittaker® (Lonza);

L-glutamina (Sigma-Aldrich);

Soro fetal bovino (Fetal Bovine Serum, FBS) Gibco®;

HSP47, HSP60, HSP70 e HSP90 1 ng/ml e 100 ng/ml (Sigma-Aldrich);

3.1.3.  Solucgdes tampéao
PBS: 800 mL de agua destilada, 8 g de NaCl, 0.2 g de KCl, 1.44 g de Na2HPO4, 0.24 g
de KH2POa4. Ajustar o pH a 7.4 com HCI e completar com &gua destilada até prefazer 1
L.
RIPA 2x: 100 mL de agua destilada, 0.2426 g de Trizma Base (20 mM), ajustar o pH a
7.2 com HCI, 0.0761 g de EGTA (2 mM), 1.85 g de NaCl (316 mM), 2 g de SDS (2 %),
2 g de desoxicolato de sodio (2 %), 2 mL de Triton X-100 (2 %). No dia da experiéncia
adicionar por cada 1 mL: 20 uL de PIM (50x), 10 uL de PMSF (200 mM), 20 uL de
NasVVO4 (100 mM).
Laemmli 2x: 40 mL de agua destilada, 1.7 g de Tris (140 mM), ajustar o pH a 7.4 com
HCI, 4 g de SDS (4 %), 0.0040 g de azul de bromofenol (0.004 %), 20 mL de glicerol
(20 %), completar com &gua destilada até prefazer 100 mL. Adicionar 10 % de DTT
(100 mM) no dia da utilizagéo.

Ponceau S: 1 L de agua destilada, 50 mL de &cido acético, 1 g de Ponceau S.
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- Solugéo salina tamponada com Tris (Tris-buffered saline, TBS) 10x: 1 L de &gua
destilada, 24.2 g de Trisma (200 mM), 80 g de NaCl (1.37 M). Acertar o pH a 7.6 com
HCI.

- Solucéo salina tamponada com Tris e Tween (Tris-buffered saline and Tween,
TBST): 900 mL de agua destilada, 100 mL de TBS (10x), 1 mL de Tween 20 (0.1 %).

- Tampaéo de caspase-3: 1 mL de tampdo de caspase (20 mM HEPES (pH 7.4), 2 mM
EDTA, 0.1 % CHAPS), 5 uL de DTT (1 M), 1 uL de NP40 (1 %), 0.4 pL de substrato
de caspase-3 (100 mM).

3.1.4. Linhas celulares
A linha celular escolhida para o estudo foi a linhagem tumoral U937 (ATCC® CRL-
1593.2™), Trata-se de uma linhagem muito utilizada para estudos biomédicos que foi isolada

a partir de um linfoma histiocistico de um paciente de 37 anos do sexo masculino.

3.1.5.  Anticorpos
- Anticorpo primério de ratinho anti-HSP70 (N27F3-4) [sc-66049] (Santa Cruz
Biotechnology);
- Anticorpo priméario de ratinho anti-HSP90 (F-8) [sc-131190] (Santa Cruz
Biotechnology);
- Anticorpo primario de ratinho anti-p-actina (8H10D10) [SAB1305546] (Sigma-
Aldrich);

- Anticorpo secundario anti-ratinho HRP (Sigma-Adrich).

3.2. Meétodos

3.2.1.  Cultura celular
O crio-tubo contendo as células congeladas foi colocado durante 1 min em &lcool etilico
a 99 % e 2 min em banho-maria a 37° C. De seguida ressuspendeu-se 0,5 mL de suspensdo
celular em 5 mL de meio previamente aquecido num tubo conico de 15 mL, sendo de seguida
centrifugado durante 5 min a 2068 g. Apos a centrifugagéo aspirou-se o meio de modo a retirar
0 DMSO na sua totalidade (pois é toxico para as células). O pellet contendo as células foi
ressuspendido em 5 mL ou 15 mL de meio e colocado em frascos flask T25 ou T75,

respetivamente.
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As células foram mantidas numa incubadora a 37° C e 5 % CO2. O meio celular RPMI
1640 suplementado com 2 mM de L-glutamina, 10 % de FBS e 1 % de penicilina/estreptomicina

era mudado aproximadamente de 2 em 2 dias respeitando uma diluicéo de 1:4.

3.2.2.  Western blotting

Um dos objetivos era analisar a expressdo de HSP90 e HSP70 em células U937
estimuladas com TG (2,5 uM) ou H20 (60 uM) durante 24 h. Os lisados celulares foram
preparados e mantidos em 250 ul de tampé&o de inibicdo de proteases (RIPA2x) e submetidos a
um pulso de 40 Hz durante 5 seg. Quantificou-se a proteina total pelo método de Bradford: 250
uL de reagente de Bradford sobre 2,5 uLL de amostra proteica, 15 min de agitacdo e mediu-se
no leitor de placas (595 nm de absorvancia).

No dia da experiéncia as amostras foram aquecidas a 75° C durante 10 min e
centrifugadas a 10 000 g durante 5 min. Em cada poco do gel colocou-se 25 pl de amostra
(salvo raras excecBes em que se procedeu a uma dupla carga devido a baixa quantidade de
proteina na amostra). A electroforese foi realizada a 150 V e a transferéncia a 80 mA durante
55 min. As membranas foram incubadas com tampé&o de bloqueio, constituido por 5 % de leite
magro em TBST, durante a noite a 4 °C com agitacdo. Na manhd seguinte procedeu-se a 3
lavagens com 5 mL de TBST durante 10 min com agitacdo (por lavagem) antes de se adicionar
0s anti-corpos primarios HSP70 (1:250), HSP90 (1:500) e B-actina (1:1000) durante 3 h sob
uma leve agitacdo & temperatura ambiente. Voltou-se a lavar da mesma forma para retirar o
excesso de anticorpo primario e procedeu-se a incubagdo com o anticorpo secundario anti-
ratinho (1:5000) durante 1 h a temperatura ambiente com agitacdo. Procedeu-se a um ultimo
passo de lavagens (3x10 min) antes de adicionar 8 mL de substrato quimioluminescente, o qual
se deixou atuar durante 5 min, momento em que se passou a revelacdo em camara escura. As
membranas foram colocadas na cassete de revelagédo sob pelicula fotografica durante 5a 15 min
antes de serem mergulhadas em revelador, agua, fixador e agua novamente. Deixou-se secar ao

ar antes de digitalizar e analisar as imagens obtidas no programa ImageJ.

3.2.3.  Viabilidade celular
Por forma a avaliar a viabilidade celular em células ndo tratadas comparativamente com
células tratadas com TG ou H203 utilizou-se 0 método MTT. As células foram plaqueadas em
placas de 24 pocos com uma densidade de 2x10° células por pogo antes de incubadas com trés

concentragfes de HSP47, 60, 70 e 90, nomeadamente 1, 10 e 100 ng/ml. Trés horas depois

25



adicionou-se H20> (60 uM) ou TG (2,5 uM) e apos 24 h removeu-se 0 meio e adicionou-se 0,5
mL de reagente MTT (PrestoBlue®) em cada poco de acordo com as instrucdes do fabricante.
De seguida incubou-se as célulasa 37° C e 5 % CO. durante 1 h, tal como descrito anteriormente
por Bejarano e colaboradores [352]. O sobrenadante foi descartado antes de adicionar DMSO
e a densidade 6ptica foi medida no leitor de placas no modo de absorvancia a um comprimento
de onda de 530 nm.

3.24. Medicdo da atividade caspase-3

Recolheu-se o contetdo celular em tubos eppendorf (1,5 mL), centrifugou-se a 500 g, 5
min e 25° C, aspirou-se 0 sobrenadante, adicionou-se 200 ul de PBS estéril a 37° C e
ressuspendeu-se o conteudo. De seguida procedeu-se a sonicacdo de cada amostra durante
aproximadamente 5 seg a uma frequéncia de 50 Hz. Colocou-se 50 pL de suspensao celular
(2x10* células) em cada poco (de uma placa negra de 96 pogos), adicionou-se 50 ul de tampao
caspase-3 reconstituido (20 mM HEPES (pH 7.4), 2 mM EDTA, 0.1 % CHAPS,5 mM DTT e
8.25 UM substrato de caspase-3 DEVD® (Sigma-Aldrich)) e incubou-se durante 1 h a 37° C
[352]. Mediu-se a emissao de fluorescéncia a 37° C durante 14 ciclos com um intervalo de 3
min entre cada leitura a um comprimento de onda de excitagdo de 360 nm e de emissao de 460
nm. A atividade da caspase-3 foi calculada através da clivagem do substrato fluorogénico AC-
DEVD-AMC e da excitacdo do seu substrato fluorescente AMC.

3.25.  Andlise estatistica
A andlise estatistica foi efetuada recorrendo ao teste t de Student. Valores de P <0,05
foram considerados estatisticamente significativos. Os resultados encontram-se expressos em

média +/- desvio padrdo (Standard deviation, SD).

4. Resultados
4.1. Analise da expressdo das proteinas de choque térmico (Heat
Shock Proteins, HSP) em células U937 tratadas com tapsigargina
(TG) ou perdéxido de hidrogénio (H202)
O primeiro objetivo foi averiguar o efeito de TG e de H202 na expressdo das duas

principais HSPs de caracteristicas induziveis (HSP70 e HSP90) em células U937. Para tal as

células foram incubadas com um dos dois agentes pro-apoptéticos durante 24 h. No final deste
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periodo de tempo preparou-se o lisado proteico destas células em meio RIPA 2x e analisou-se
a expressdo de HSP70 e HSP90 por western blotting (Figura 4.1.A). A anélise dos niveis de p-
actina permitiu confirmar que a quantidade de proteina total de cada amostra foi idéntica.
Concluimos que tanto a TG como o H20> induzem a diminuigédo da expresséo de ambas HSPs
em células U937 (Figura 4.1.A e B).

A

Control TGS H,O,

o - o

1.2+ I HSP90
B HSP70

1.0+

HSP/B-actin
(arbitrary units)
o
?

Control TGS H,O,

Figura 4.1. Analise da expressdo de HSP70 e HSP90 em células U937 tratadas com TG ou H202. Células
U937 foram ndo tratadas (control) ou estimuladas com TG (2,5 pM) ou H,O; (60 uM) durante 24 h. Os lisados
proteicos foram preparados em tamp&o RIPA 2x. Vinte microgramas de cada lisado foi separado por SDS-PAGE,
seguido por western blotting realizado com anticorpos especificos anti-HSP90 (F-8), anti-HSP70 (N27F3-4) e
anti-B-actina (8H10D10). A) Figura representativa de 6 experiéncias independentes. B) Analise densiométrica do
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conteudo relativo de HSP90 e HSP70 em relacéo a B-actina. A andlise estatistica foi efetuada recorrendo ao teste
t Student : *P < 0,05. N=6.

4.2. Viabilidade celular

As células U937 foram incubadas com diferentes concentraces de HSP (1 ng/mL, 10
ng/mL e 100 ng/mL) 3 h antes de serem tratadas com TG (2,5 uM) ou H202 (60 uM) (Figura
4.2.).

Os resultados obtidos foram bastante similares para as quatro HSP testadas (HSP47,
HSP60, HSP70 e HSP90). A primeira observacdo foi o ligeiro aumento de viabilidade em
células tratadas com 1 ng/mL de HSP (principalmente HSP70) (Figura 4.2.B). A segunda
observacao consiste na diminuicdo da viabilidade celular para aproximadamente 40 % quando
as células sdo tratadas com 2,5 uM de TG, independentemente de incubagdo prévia com HSP.
Concluimos assim que as concentraces/HSPs testadas sdo incapazes de combater a diminuicao
da viabilidade celular provocada pela sobrecarga de calcio intracelular induzida por TG (barras
laranja). De notar também o efeito menos nefasto de H.0> (comparando com TG) que diminui
os valores de viabilidade para préximo dos 70 % (verde liso). Enquanto a concentracéo de 100
ng/mL recupera um pouco a viabilidade para valores proximos de 80 % e a de 10 ng/mL para
90 %, € com a concentracdo de 1 ng/mL que as células sdo mais resistentes a apoptose (barras
verdes); € mesmo possivel verificar um aumento da viabilidade para valores superiores a 100
% no caso da HSP47 (Figura 4.2.D) e sobretudo HSP60 (Figura 4.2.C), sendo que esta Gltima
é a HSP que apresenta resultados mais distintos das restantes. As culturas celulares tratadas
apenas com 100 ng/mL (concentracdo maxima testada) de HSP60 tém a sua viabilidade
diminuida para aproximadamente 80 % (primeira barra branca preenchida), no entanto, quando
se adiciona 60 uM de H2O> (trés horas depois) a esta mesma concentracdo de HSP60 (100
ng/mL) verifica-se um restaurando a viabilidade celular para mais de 90 % (primeira barra verde
preenchida). Quando se diminui a concentracdo de HSP60 para 10 ng/mL a viabilidade é entéo
totalmente restaurada (segunda barra verde preenchida). O tratamento prévio com 10 ng/mL de
HSP60 € suficiente para anular os efeitos nocivos causados por H>Oz (60 uM), enquanto a
concentracdo Util (necessaria para restaurar a viabilidade perdida) das restantes HSPs estudadas
é de 1 ng/mL. Com esta concentracdo de HSP60 (Ultima barra verde) os valores de viabilidade

celular séo superiores ao controlo (aproximadamente 120 %).
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Figura 4.2. Ensaios de viabilidade celular. As células foram tratadas com 2,5 uM de TG ou 60 uM de H,0;
durante 24 h na presenca ou auséncia de diferentes HSP exdgenas (pré-incubagdes de 3h). Foram ensaiadas as
concentragdes de 1 ng/mL, 10 ng/mL e 100 ng/mL de HSP90 (A), HSP70 (B), HSP60 (C) e HSP47 (D). A linha
celular utilizada para o estudo foi a linha mieloide leucémica de monocitos denominada U937. A viabilidade foi
avaliada mediante 0 método de MTT. As HSP ensaiadas foram capazes de reverter a diminuicdo da viabilidade
celular induzida por H202, mas ndo por sobrecarga de célcio intracelular provocada por TG. Os valores séo
apresentados como percentagem dos valores controlo (amostras ndo tratadas) e correspondem a seis experiéncias
independentes (N=6). A analise estatistica foi efetuada recorrendo ao teste t Student : *P < 0,05; *P < 0,05.

4.3. Medicao da atividade de caspase-3 em células U937 tratadas com
proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins, HSP) e
tapsigargina (TG) ou peroxido de hidrogénio (H203)

Esta experiéncia tinha varios objetivos, o primeiro dos quais foi investigar se a perda de
viabilidade celular evocada por TG e H2O> (apresentada em 4.2. Viabilidade celular e na
Figura 4.2 Ensaios de viabilidade celular) seria devido a um processo apoptotico. Se assim
fosse, era expetavel que a expressdo de caspase-3 aumentasse, uma vez que se trata de uma
molécula caracteristica do processo apoptotico que se encontra presente em ambas vias

(intrinseca e extrinseca) [353, 354]. O método escolhido passou por incubar as células com 1
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ng/mL de cada uma das HSP estudadas durante 3 h, periodo apds o qual estas mesmas células
foram tratadas com TG (2,5 uM) ou H202 (60 uM).

Os resultados demonstraram que tanto a TG (Figura 4.3.) como o H2O; (Figura 4.4.)
apresentam a capacidade de aumentar a atividade de caspase-3 em células U937, o que é
concordante com os resultados apresentados na Figura 4.2. Nas células tratadas com TG a
atividade de caspase-3 aumenta 3 vezes em comparacdo com as células ndo tratadas (Figura
4.3.), enquanto que as tratadas com H>O> apresentam um incremento na ordem de 1,5 (Figura
4.4.). Estes resultados sdo concordantes com os da Figura 4.2. referente a viabilidade celular,
nos quais é também com TG que se verifica uma maior diminuicdo da viabilidade celular.
Verificou-se também que as células tratadas apenas com a respetiva HSP (veiculo) ndo sofriam
qualquer variacdo ao nivel da expressdo de caspase-3 (Figura 4.3. e Figura 4.4.). O mais
importante foi verificar que 1 ng/mL de qualquer HSP testada foi suficiente para neutralizar a
ativagdo de caspase-3 evocada por H20, (60 uM) (Figura 4.4.), mas ndo por TG (2,5 uM)
(Figura 4.3.). Facto este que corrobora com as observacdes realizadas nos testes de viabilidade
(Figura 4.2.).
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Figura 4.3. Atividade de caspase-3 em células U937 tratadas com 1 ng/mL de HSP e 2,5 uM de TG. As células
foram pré-incubadas com 1ng/mL de HSP90 (A), HSP70 (B), HSP60 (C) e HSP47 (D) durante 3 h e depois
estimuladas com TG (2,5 uM) ou ndo tratadas (controlo) durante 24 h. Os valores sdo expressos como fold-increase
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em relacdo ao pré-tratamento (experimental/controlo) e correspondem a 6 experiéncias independentes (N=6). A
analise estatistica foi efetuada recorrendo ao teste t Student : *P < 0,05 comparada aos valores controlo. P < 0,05
comparado as células tratadas apenas com HSP.
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Figura 4.4. Atividade de caspase-3 em células U937 tratadas com 1 ng/mL de HSP e 60 uM de H20.. As
células foram pré-incubadas com 1 ng/mL de HSP90 (A), HSP70 (B), HSP60 (C) e HSP47 (D) durante 3 h e
depois estimuladas com H,O, (60 uM) ou ndo tratadas (controlo) durante 24 h. Os valores sdo expressos como
fold-increase em relagdo ao pré-tratamento (experimental/controlo) e correspondem a 6 experiéncias
independentes (N=6). A analise estatistica foi efetuada recorrendo ao teste t Student ; *P < 0,05 comparado aos
valores controlo. *P < 0,05 comparado as células tratadas apenas com HSP. *P < 0,05 compararado as células
tratadas com H202 na presenca da HSP correspondente.

5. Discussao

5.1. Analise da expressdo de proteinas de choque térmico (Heat
Shock Proteins, HSP) em células U937 tratadas com tapsigargina

(TG) ou perdéxido de hidrogénio (H202)
Na literatura os resultados relativos a regulacao dos niveis de HSPs em respostaa TG e
H20- séo contraditorios. Enquanto alguns estudos mostram um aumento na expressao de HSPs
em resposta a TG e H2O» [355, 356, 357], outros mostram uma diminuicdo da expressdo de
HSPs em resposta a estes insultos, tal como observei neste trabalho (Figura 4.1.A e 4.1.B). Por
exemplo, a exposicao de neurdnios e células da glia a longos periodos de isquémia (10-20 min)
é suficiente para reduzir a expressdo de HSP70 [358], a exposicdo a acido cainico (anélogo
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ciclico do glutamato) resulta num aumento da expressdo de HSP70 ap6s 6 h e 12 h, mas numa
diminuicdo apds 24 h [359], a expressdo de HSP70 diminui apds o tratamento de hepatocitos
com TG (1 uM) [360], células humanas de carcinoma epidermdide A-431 mostraram que
alteracdes na homeostase do calcio intracelular resultam na diminuicdo da sintese de HSP70
[361], células H460 foram tratadas com TG (0,1 uM) e apds 15 min com um poderoso indutor
da HSP70, a geldanamicina (0,5 uM). Quatro horas apds os tratamentos a expressdo de HSP70
foi avalidada por western blotting e verificou-se uma diminuigdo na expressao da HSP70 nas
células tratadas com TG em comparacdo com aquelas que apenas foram tratadas com
geldanamicina [362]. Os resultrados contraditérios podem dever-se a utilizacdo de diferentes
tipos celulares, diferentes doses e diferentes tempos de exposigéo e recuperagéo [363, 364].

5.2. Viabilidade celular

A diminuicdo da viabilidade celular mediada por H20- deve-se, ndo s6 a diminuicéo da
expressao de HSPs (Figura 4.1.) mas também ao aumento da ativacdo de proteinas pro-
apoptoticas como JNK, ERK, e da expressao de p53, p73, Bax, c-myc [365]. Outro parametro
que varia é a localizacéo do citocromo ¢ que se desloca da mitocdndria para o citosol apds o
estimulo. Células HeLa tratadas com H.O, (125 uM) apresentam um aumento da apoptose 29
% 3 h apos o tratamento [356]. Num estudo com células de Schwann, a estimulacdo com H20>
(800 uM) induz uma diminuigdo da viabilidade celular ao longo do tempo, sendo que se torna
significativa apds 16 h de exposicdo. Passadas 24 h podemos encontrar valores de viabilidade
celular na ordem de 60 %, muito semelhantes aos da Figura 4.2. No entanto, quando as células
de Schwann séo pré-tratadas com Hsp72 3 h antes da exposicao a H202 (800 uM) a viabilidade
celular apés 16 h aumenta de forma dependente da dose de HSP, sendo que aumentos
significativos sdo observados a concentragdes de Hsp72 de 100 ng/mL (75 %) e 1000 ng/mL
(85 %), mas ndo de 10 ng/mL [366].

As proteinas de choque térmico podem bloguear o processo de apoptose a varios niveis:
(1) modulando as vias de sinalizagdo que precedem a mitocondria; (2) ao nivel mitocondrial,
controlando a libertacdo de citocromo ¢ e (3) ao nivel pds-mitocondrial interagindo com o
citocromo c ou com proteinas como Apaf-1 e/ou Smac/DIABLO [64, 367].

A Hsp27 (ndo incluida no estudo) atua na via extrinseca induzida quer por Fas/APO-1
[368] quer por TNF-a [369] bloqueando Bid e evitando a sua ativagdo por caspase-8 [370] e na
via mitocondrial inibindo a libertagdo de citocromo c [371, 372] e Smac/DIABLO [373]. Em
experiéncias paralelas verifica-se que a Hsp27 co-precipita com citocromo c e pro-caspase-3,
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sugerindo o sequestro como forma de embargo apoptotico [374, 375, 376]. Além disso a Hsp27
fosforila o inibidor o do fator nuclear k de células B (IkBa) de modo a ser degradado e
libertando o fator de transcricdo de pro-sobrevivéncia fator nuclear kappa B (Nuclear Factor
kappa B, NF-kB) que migra para ao nucleo induzindo a transcri¢do de genes anti-apoptoticos
como Bcl-2 e Bel-XL [377].

Elevadas concentrac6es (100 ng/mL) de HSP60 parecem diminuir a viabilidade celular,
no entanto, é a HSP mais eficaz em restabelecer a viabilidade celular na presenca de 60 uM de
H>02 quando é adicionada sob a menor concentracdo testada (1 ng/mL). O primeiro facto pode
ser explicado pela baixa concentragdo basal da mesma o que faz com que uma dose elevada
seja perniciosa para as células (sobretudo porque a HSP60 se encontra predominantemente na
mitocondria) [378]. O facto de ser a mais eficaz em reduzir a diminuicdo da viabilidade celular
apos o tratamento com 60 uM de H2O> podera dever-se a sua capacidade de entrar no espaco
intermembranar da mitocondria e atuar sobre as moléculas ai presentes, impedindo a sua
libertacdo para o citoplasma numa fase muito precoce da apoptose [379], no entanto mais
estudos serdo necessarios para confirmar esta hipotese.

A HSP70 ja havia sido relaciona com a protecao de células sob o efeito de hipertermia,
endotoxinas, radiacdo UV [380], 6xido nitrico [381] e privacdo de energia/deplecdo de ATP
[382]. Vérios estudos sugerem que a HSP70 inibe a apoptose atuando tanto na via independente
de caspases como na via dependente, antes e apds a sua ativacao, tanto na via intrinseca como
extrinseca [383, 384]. A Hsp70 inibe a apoptose ligando-se e bloqueando proteinas pro-
apoptéticas como p53 [385, 386, 387], ASK1 [388] e INK1 [389, 390, 391], impedindo que
este ative Bid [380, 392] e caspases-3 [393, 394]. Ao nivel mitocondrial a HSP70 inibe a
permeabilizacdo da membrana e a libertacdo de moléculas pré-apoptoticas [380, 395]. A um
nivel pos-mitocondrial, a HSP70 liga-se ao dominio CARD da Apaf-1, prevenindo o
recrutamento de pro-caspase-9 para o apoptossoma (ndo por competicdo direta mas porque
inibe a alteracdo conformacional que possibilita a ligacdo da pré-caspase-9) [396, 397, 398]. A
HSP70 também atua num cenario de apoptose ndo mediada por caspases [399]. Liga-se ao AlF
(entre os aminoacidos 150 e 228) impedindo a sua deslocacéo para o nucleo e a condensacédo
de cromatina [252, 400] e associa-se a EndoG de forma a prevenir a fragmentacdo do ADN
[291]. Além disso, a HSP70 inibe a permeabilizacdo das membranas lisossomais impedindo
desta forma a libertacdo de catepsinas para o citoplasma [401, 402]. Por fim, a HSP70 é capaz
de resgatar células de uma fase tdo avancada da apoptose como nenhuma outra droga ou
proteina. Por exemplo, na apoptose induzida por TNF a HSP70 ndo previne a ativagdo de
caspase-3 mas previne as alteragcbes morfoldgicas seguintes [160]. No que toca a estudos com
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a linhagem celular U937, a HSP70 também aumenta a viabilidade celular num modelo de
apoptose induzido por TNF e cicloheximida, ao contrario da HSP90 que aumenta a apoptose
[403]. No entanto, nestas mesmas células, a HSP90 inibe a apoptose induzida por
estaurosporina e previne a ativacdo de caspases em extratos citosolicos tratados com citocromo
c através da inibicdo de Apaf-1 (tal como a HSP70) [404]. A Hsp90 regula e estabiliza varios
fatores de transcricdo [405] e cinases [406] implicadas na apoptose como os fatores de
transcricdo p53 [407], fator inductor de hipdxia o (Hypoxia-inducible factor a, HIF1a) [408] e
0 recetor do fator de crescimento epidermal humano 2 (Human Epidermal growth factor
Receptor 2, Her2) [409] e as cinases JNK [410], Raf-1 [411] e Akt [206, 412]. Esta altima,
quando fosforilada pode fosforilar Bad [413] e caspase-9 inibindo a apoptose [404, 414] e
fosforilar a cinase IkB resultando na promocédo de NF-kB e na sobrevivéncia celular [207, 415].
A Hsp90 também se liga diretamente a Apaf-1 inibindo a formacdo do apoptossoma [404].
Alguns estudos reportam a formacdo do complexo Bcl-2-HSP90B de modo a prevenir a

libertacdo de citocromo c [416].

5.3.  Medigao da atividade de caspase-3 em células U937 tratadas com
proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins, HSP) e
tapsigargina (TG) ou peréxido de hidrogénio (H205)

No estudo ja descrito acima com células de Schwann também a atividade caspase foi
avaliada verificando-se um aumento da atividade de caspase-3 em células tratadas com H>O>
(800 uM) e uma diminuig¢do desta atividade apds pré-tratamento com Hsp72 [366]. Estes
resultados sdo suportados por Li e colaboradores [417] que mostraram que a HSP70 inibe a
apoptose depois da ativacdo de citocromo c e antes da ativacdo de caspase-3 [399]. Isto porque
a HSP70 liga-se a pro-caspase-3 através da sua sequéncia EEVD presente no terminal carboxilo
(Figura 1.2.) de forma a inibir o seu processamento [380]. Além disso a HSP70 inibe a
formacdo do apoptossoma e a subsequente ativacdo de caspase-3. Interagindo com Apaf-1 e
citocromo c, inibindo a alteracdo conformacional que expde o CARD, um evento necessario
para o recrutamento e ativacdo de caspase-9 [396, 397, 398].

Em células U937 a HSP90 tem a capacidade de inibir a apoptose induzida por
estaurosporina e prevenir a ativacao de caspases em extratos citosolicos tratados com citocromo
c [404]. A HSP90 também interage com Akt fosforilada que por sua vez pode fosforilar Bad e
caspase-9, deixando-as inativas [414].
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6. Conclustes

Primeiro é de notar que tanto H2O, (60 uM) como TG (2,5 uM) tém a capacidade de
diminuir a expressdo intracelular de HSP70 e HSP90 em células U937 (Figura 4.1.). Este
decréscimo pode ser uma das causas para a apoptose induzida por estes agentes verificada na
Figura 4.2. Quando se adicionam HSPs externas verificamos que a viabilidade celular é
restaurada no caso da apoptose induzida por H.O2, mas néo pelo aumento de calcio intracelular
provocado por TG (Figura 4.2.). De notar ainda que este efeito é partilhado por todas as HSP
testadas (HSP47, HSP60, HSP70 e HSP90) mas apenas de forma significativa na concentracdo
de 1 ng/mL (a menor testada). Esta foi a concentracéo utilizada para testar o efeito destas quatro
HSPs extracelulares na ativacdo de caspase-3. Os resultados mostram que todas as HSP
diminuem a ativacédo de caspase-3 induzida por H20 (60 uM) (Figura 4.3.), mas néo por TG
(2,5 uM) (Figura 4.4.). De notar ainda as semelhancas entre os resultados obtidos para as quatro
HSPs, apesar das diferencas estruturais e funcionais entre elas. Estes resultados sdo mais uma
prova que suporta a teoria de que é possivel utilizar HSP exdgenas como agente citoprotetor

em situacGes envolvendo stress oxidativo [380].

7. Perspectivas
As HSPs sdo responsaveis por uma grande quantidade de funcdes celulares. Apesar de
estarem quase todas descritas estrutural e funcionalmente, ainda ha muito para compreender
acerca destes “guardides” celulares, assim, num futuro proximo seria interessante realizar
alguns testes adicionais que permitissem tirar outras conclusées ou fortalecer os resultados, por
exemplo:
- Diferentes linhas celulares;
- Diferentes doses de TG e H20y;
- Diferentes concentracbes de HSP, uma vez que a mais eficaz no restauro da viabilidade
celular foi a menor (de 1 ng/mL), seria interessante testar concentra¢fes mais baixas de
HSP;
- Diferentes tempos ap0s tratamento, principalmente no que diz respeito a analise de
expressdo das HSPs por western blotting;
- Utilizar outros marcadores de viabilidade e de apoptose;
- Analisar a atividade de caspase-9, que nos permitiria conhecer qual a via de ativacao da
caspase-3: se atraves do apoptossoma (via intrinseca) ou de caspase-8 (via extrinseca);

- Analisar a expressao e clivagem de caspase-3 e caspase-9 por western blotting;

35



10.

11.

12.

13.

14.

Analisar a expressao de HSP47, HSP60 por western blotting;

Testar outras HSP;

Quantificar as ROS intracelulares;

Western blotting aos marcadores de stress do ER (ATF6, PERK, CHOP, etc.);

Utilizar uma outra forma de provocar stress no ER, por exemplo através de tunicamicina
(TM).
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