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Uma proteina acabada de ser sintetizada s6 se torna funcionalmente activa apés adquirir a sua estrutura tridimensional nativa.
Como é que isso acontece? Embora a informacéo estrutural de uma proteina esteja contida na sua sequéncia de residuos
de aminoéacidos, as evidéncias vao crescendo de que a aquisicdo eficiente de uma estrutura nativa funcional depende, em
muitos casos, de uma maquinaria celular complexa que envolve chaperones moleculares e hidrélise de ATP. Se a informagéao
para a obtencgdo da estrutura de uma proteina é inerente a sua sequéncia, porque é que os chaperones sdo necessarios?
Os chaperones tém como fungao proteger as cadeias polipeptidicas ndo nativas de mau-enrolamento e de agregacéo,
servir de catalisadores do enrolamento ou re-enrolamento de uma cadeia polipeptidica na sua estrutura nativa, ou evitar/
reverter interacgbes incorrectas durante, por exemplo, condigdes de stresse. A compreensdo de como milhares de proteinas
diferentes sintetizadas numa célula utilizam a maquinaria dos chaperones moleculares comega a ter profundas implicagcées

na biotecnologia e medicina.

PALAVRAS-CHAVE: Chaperones, enrolamento de proteinas (folding), proteinas de choque térmico, controlo de qualidade

INTRODUCAO

As proteinas acabadas de ser sinteti-
zadas tém de adquirir a sua estrutura
tridimensional caracteristica. Apenas
uma conformagdo é extremamente
estavel e possui as propriedades qui-
micas exactas que permitem que a
proteina desempenhe a sua fungéo
especifica na célula. As proteinas séo
enroladas de uma forma téo precisa
que nalguns casos basta a mudanca
de um residuo de aminoacido para
perderem a fungdo. Embora esteja
provado por experiéncias in vitro que
toda a informagéo necessaria ao cor-
recto enrolamento (folding) de uma
proteina esta contida na sua sequén-
cia polipeptidica [1], o enrolamento
nativo de proteinas dentro das células
ndo é, na generalidade, um processo
espontaneo [2]. Ao longo dos ultimos
anos as evidéncias sao cada vez
maiores de que muitas proteinas re-
cém-sintetizadas necessitam de uma
maquinaria celular complexa de cha-
perones moleculares e energia meta-
boélica para alcangarem os seus esta-
dos nativos eficientemente. A questéo
que se coloca é a seguinte: se a in-
formacgé&o para o enrolamento de uma
proteina é inerente a sua sequéncia,
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entdo porque é que os chaperones
sdo necessarios? Os chaperones mo-
leculares tém como fungdo proteger
as cadeias polipeptidicas nascentes,
evitando o mau-enrolamento e agre-
gacao de proteinas. A agregagao €&
um problema para as cadeias nas-
centes que ainda nao adquiriram a
sua estrutura nativa (Figura 1). Quan-
do uma cadeia nascente é libertada
do ribossoma, residuos hidrofébicos
(normalmente protegidos no interior
da proteina), podem ficar expostos e
a cadeia, em vez de se enrolar apro-
priadamente, pode-se associar (agre-
gar) a outras cadeias nascentes que

possuam também residuos hidrofo-
bos expostos. Pensa-se que na célula
as proteinas em estados nao-nativos
tém grande tendéncia para agregar
devido a elevada concentragao local
de proteinas nascentes nos polirribos-
somas. Se tomarmos em atengdo que
o citosol € um meio atulhado de prote-
inas e outras macromoléculas, a pro-
pensdo para a agregacéo de cadeias
proteicas ndo-nativas encontra-se au-
mentada pela sua concentracédo efec-
tiva. O “aglomeramento macromole-
cular” (molecular crowding) fornece
uma forga nao especifica para a com-
pactagdo e associagdo macromole-
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Figura 1 Destinos de uma proteina acabada de sintetizar: aquisi¢ao de estrutura nativa e funcional
(enrolamento); intermediarios parcialmente enrolados séo altamente susceptiveis de sofrerem
agregacdo devido ao aglomerado molecular caracteristico da célula ou em condigdes de stress.
Os agregados podem sofrer desagregacdo e re-enrolamento por accdo de chaperones ou serem
conduzidos a degradagdo. Setas encarnadas, participacdo de chaperones.
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cular que inclui o colapso de cadeias
polipeptidicas durante o enrolamento
(Figura 1). A agregacéo remove pro-
teinas irreversivelmente das suas vias
produtivas de enrolamento e devera
ser evitado in vivo pelos chaperones
moleculares [3]. O re-enrolamento
espontaneo in vitro € normalmente
eficiente para proteinas pequenas
com um unico dominio. Os residuos
de aminoacidos hidrofébicos expos-
tos sdo em milissegundos protegidos
no seu interior, logo no inicio do en-
rolamento [2]. Ao contrario, proteinas
grandes, compostas por varios domi-
nios, frequentemente enrolam-se de
uma forma ineficaz, devido a forma-
¢do de intermediarios parcialmente
enrolados, incluindo estados mal en-
rolados, que tendem a agregar [2].

As células necessitam da actividade
dos chaperones moleculares nao s6
para prevenir a agregacao de prote-
inas com conformagdo n&o-nativa,
durante a aquisicdo da sua estrutura
aquando da sua sintese, mas também
para evitar e/ou reverter interacgbes
incorrectas que ocorrem por exemplo,
em condi¢des de stresse, tais como
temperaturas elevadas, que provo-
cam o desenrolamento das proteinas
expondo superficies que normalmente
estdo protegidas no interior. A ligagéo
a um chaperone podera nao somente
bloquear agregacéo directa entre as
moléculas através de protecgdo das
superficies interactivas nos polipépti-
dos ndo-nativos, incluindo as de subu-
nidades ndo montadas, como também
evitar ou reverter mau enrolamento
dentro da prépria molécula. Para além
de protegerem areas potencialmente
reactivas na sequéncia polipeptidica,
os chaperones funcionam também
como catalisadores no processo de
enrolamento. Tendo em conta que
numa bactéria, cujo tempo de duplica-
¢ao pode estar abaixo de 30 minutos,
sdo sintetizados mais de 30 000 po-
lipéptidos por minuto, a transposi¢ao
das barreiras energéticas de estados
de alta energia (polipéptidos desenro-
lados) para estados de baixa energia
(conformagbes nativas), induzidas
apenas por interacgbes com o am-
biente citosoélico, ndo seria suficiente-
mente rapida e eficaz para permitir a
viabilidade celular, especialmente se
considerados os polipéptidos maiores
que 30kDa. Alguns chaperones en-
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volvem as cadeias, isolando-as total
ou parcialmente do meio exterior e
criando o ambiente ideal para que a
aquisicdo das conformagbes nativas
(de alta para baixa energia) ocorra ra-
pidamente e sem interferéncias [2].

Muitos chaperones, embora sejam
expressos constitutivamente, séo sin-
tetizados em concentragdes elevadas
em condi¢cdes de stresse e por isso
sdo classificados como proteinas de
stresse ou de choque térmico (heat-
shock proteins — Hsp). Mas existem
chaperones que nao sao proteinas de
stresse, bem como existem proteinas
de choque térmico que néo séo cha-
perones. Sao conhecidos até a data
numerosos chaperones, mas certa-
mente existirdo outros por caracteri-
zar. Existem chaperones que sao es-
pecificos para uma fun¢gdo, como por
exemplo o trigger factor (TF), e outros
que sao multivalentes e actuam em
varios processos como os Hsp70. Os
chaperones assistem uma vasta va-
riedade de processos, por exemplo: 1)
enrolamento de proteinas nascentes e
acabadas de sintetizar; 2) desagrega-
¢éo de proteinas; 3) transducao de si-
nais; 4) translocacéo de proteinas do
citoplasma para organelos; 5) controlo
de qualidade das proteinas; 6) monta-
gem de complexos proteicos.

1. Enrolamento de proteinas nascentes
e acabadas de sintetizar

O ribossoma, organelo responsavel
pela tradugdo das cadeias polipepti-
dicas, possui uma subunidade grande
cujo comprimento do canal de saida

do polipéptido é de 100A — o compri-
mento de uma cadeia distendida com
cerca de 30 residuos de aminoacidos
ou uma hélice a com cerca de 65 re-
siduos [4]. A largura do canal tem em
média 15A, e em principio, enrola-
mentos para além de hélices ndo sao
espacialmente permitidos dentro do
ribossoma [4].

O TF, os Hsp70s e a prefoldina séo
chaperones que se ligam a cadeias
polipeptidicas nascentes. Estes cha-
perones sao responsaveis pela esta-
bilizacdo das cadeias em elongacéo
nos ribossomas assegurando que se
mantenham num estado ndo agre-
gado (Figura 2). No citoplasma, o
processo de enrolamento da cadeia
polipeptidica prossegue com a liber-
tacdo controlada dos factores que se
associam ao ribossoma ou através da
transferéncia das proteinas recém-
-sintetizadas para outros chaperones
como, por exemplo as chaperoninas
(ver abaixo).

A - Chaperones de ligacao ao ribossoma

O TF é uma proteina de 48kDa, exis-
tente nas eubactérias, que se liga ao
ribossoma numa proporgao estequio-
métrica de 1:1 e interage com cadeias
emergentes do ribossoma téo peque-
nas como 57 residuos de aminoaci-
dos, evitando assim o contacto entre
segmentos hidrofébicos e, portanto,
mantendo as cadeias nascentes solu-
veis (Figura 2 e Figura 4A) [5]. O re-
conhecimento da cadeia polipeptidica
alvo pelo TF é mediado por pequenas
sequéncias ricas em residuos hidro-

65% - 85%
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Figura 2 Vias de enrolamento de proteinas acabadas de sintetizar em bactérias e percentagens
aproximadas da sua ocorréncia
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fébicos/aromaticos. O TF dissocia-se
do seu substrato (cadeia nascente)
de uma forma independente de ATP,
apos a libertagdo da cadeia polipepti-
dica do ribossoma. O TF possui uma
actividade de peptidil-prolil-cis-trans
isomerase cuja relevancia nao é ain-
da compreendida e tem uma fungéao
de chaperone que se sobrepde ao
sistema Hsp70 bacteriano, DnaK e
Dnad (ver sistema Hsp70, abaixo),
na estabilizagdo de cadeias nascen-
tes mantendo-as numa forma compe-
tente para subsequente enrolamento
[6]. O citosol eucariota ndo possui TF,
mas sim um complexo heterodimérico
com duas subunidades a (33kDa) e
B (22kDa) designadas por NAC (nas-
cent chain-associated complex), que
se associa com pequenas cadeias
acabadas de emergir do tunel do ri-
bossoma. A dissociagao ocorre apos a
cadeia ser libertada do ribossoma [7].

As leveduras de padeiro, bem como
outros fungos, possuem uns homolo-
gos de Hsp70 citosolicos especializa-
dos em ligar-se a cadeias polipeptidi-
cas emergentes do ribossoma. Nos
eucariotas, ditos superiores, sdo as
préprias proteinas do sistema Hsp70
que actuam tanto co- como pds-tra-
ducionalmente. Em Saccharomyces
cerevisiae, Ssb1 e Ssb2 interagem
com o ribossoma e com pequenas
cadeias nascentes [8]. Esta funcéao
das proteinas Ssb parece ser me-
diada por outra Hsp70, Ssz1, que
forma um complexo estavel com o ri-
bossoma e a zuotina, designado por
RAC (ribosome-associated complex).
Pensa-se que o RAC e as protei-
nas Ssb tém uma acg¢ao concertada
em estabilizar cadeias nascentes.

B - O sistema Hsp70

Os membros tipicos da familia Hsp70
sdo chaperones monomeéricos que
nado ligam ao ribossoma e se encon-
tram presentes tanto no citosol de cé-
lulas eucaridticas e bacterianas e de
algumas arqueobactérias, como em
organelos eucariotas tais como mi-
tocdndrias e reticulo endoplasmatico
[3]. O citosol dos eucariotas ditos su-
periores contém homologos de Hsp70
expressos constitutivamente (Hsc70
— heat shock cognate protein 70) e
formas induzidas pelo stress (Hsp70).
Na levedura de padeiro existem qua-
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tro Hsp70 que n&o se ligam ao ribos-
soma e estdo presentes no citosol,
designadas por Ssa1 a Ssa4.

Os Hsp70 promovem o processo de
enrolamento de segmentos peptidicos
hidrofobicos expostos pelas proteinas
nos seus estados nao nativos, atra-
vés de ciclos de ligacao/libertagéo do
substrato regulados pela sua propria
actividade ATPasica e por proteinas
co-factores. O ciclo de ligacao/liber-
tacdo do substrato é conduzido pela
mudanga entre o estado de baixa afini-
dade para o ATP e o estado de eleva-
da afinidade para o ADP (ver revisbes
de Young e colegas [9] e de Mayer e
Bukau [10]). Este ciclo é controlado
tanto por co-chaperones da familia
das Hsp40 (Dnad), que dirigem os
Hsp70 para os seus substratos, como
por factores permutadores de nucleé-
tidos que determinam o tempo de vida
do complexo Hsp70-substrato.

O mecanismo de acg¢do dos Hsp70
encontra-se bem estudado nas eu-
bactérias. O Hsp70 de Escherichia
coli & conhecido por DnaK, o seu
co-chaperone é designado por DnaJ
(pertence a familia dos Hsp40) e o
seu factor permutador de nucledtidos
é conhecido por GrpE. O chaperone
DnaK associa-se preferencialmente a
polipéptidos enlongados maiores do
que 20 a 30kDa e, portanto, actua nas
cadeias nascentes subsequentemen-
te ao TF (Figura 2). O DnaK possui
um dominio com cerca de 44kDa no
terminal N que tem fungao ATPasica e
um dominio de ligacao a péptidos no
terminal C com cerca de 27kDa. Em
termos de estrutura terciaria, o termi-
nal C possui um subdominio em san-
duiche B com um fenda de ligacdo ao
péptido e um segmento em hélice a
tipo trinco (Figura 3A).

Os péptidos alvo contém cerca de
sete residuos de comprimento e séo
tipicamente hidrofébicos na sua regiéo
central, tendo a leucina e a isoleucina
como residuos preferenciais. Estatisti-
camente, numa proteina, estes residu-
0s encontram-se em média em cada
40 residuos de aminoacidos. Aligagéo
entre o péptido alvo, que se encontra
numa forma estendida, e o DnaK ocor-
re através de interacgdes hidrofobicas
com as cadeias laterais e por pontes
de hidrogénio com o “esqueleto” pep-

tidico. Ou seja, o Hsp70 reconhece
aspectos estruturais comuns a maio-
ria das cadeias nascentes. A ligacado
ao péptido é rapida e ocorre no estado
ligado a ATP do DnaK. Neste estado,
o “trinco” da hélice a sobre a fenda do
dominio de ligacdo ao péptido esta
numa conformacdo aberta (Figura
3B). A manutencéo da ligacéo estavel
ao péptido capturado envolve o fecho
do trinco, uma alteragdo conforma-
cional obtida através da hidrélise do
ATP ligado, a ADP. O ciclo do DnaK
entre estes dois estados é regulado
pelo co-chaperone DnaJ e pelo factor
permutador de nucleétidos, GrpE. O
terminal N do dominio J do co-chape-
rone DnaJ liga-se ao DnaK e acelera
a hidrdlise do ATP por este, facilitan-
do a captura do péptido. O terminal
C do DnaJ funciona como chaperone
e esta envolvido no reconhecimento
de péptidos hidrofobos podendo re-
crutar DnaK para cadeias nascentes.
Ap6s a religacao de ATP, o complexo
DnaK-péptido dissocia-se, comple-
tando o ciclo. O enrolamento com-
pleto do polipéptido podera requerer
varios ciclos de ligacéo e libertacao.

O sistema Hsp70 em eucariotas é
semelhante ao anteriormente descri-
to para E. coli. Homodlogos de Dnad
(HDJ1 e HDJ2, em mamiferos ou
Ydj1 e Sis1, em S. cerevisiae) intera-
gem com os polipéptidos substratos
e estimulam a hidrdlise de ATP pelos
Hsp70 correspondentes (Hsc70 em
mamiferos e Ssal a 4 em S. cerevi-
siae). Embora ndo se encontrem orto-
logos do factor permutador de nucleé-
tidos GrpE no citoplasma eucariota, a
troca de nucledtidos é estimulada por
co-chaperones, estruturalmente nao
relacionados, como BAG1 (BCL2-as-
sociated athanogene 1) e seus homo-
logos. Outros permutadores conheci-
dos sdo o HspBP1 (em mamiferos) e
Fes1 (em S. cerevisiae).

C - Prefoldina/GimC

A prefoldina, também conhecida por
complexo GimC (de genes envolvidos
na biogénese dos microtubulos), € um
complexo hexamérico, com cerca de
90kDa composto por duas subunida-
des a e quatro subunidades B, exis-
tente no citosol das arqueobactérias
e dos seres eucariotas [3]. Foi, inicial-
mente, descrita como necessaria para
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Figura 3 O sistema Hsp70. (A) Organizacdo estrutural do chaperone DnaK, estruturas dos dominios
ATPasico (esquerda) e de ligacdo ao péptido do DnaK (direita). As estruturas foram produzidas com o
programa PDB viewer. (B) Ciclo de ac¢do do sistema Hsp70 de E. coli (ver texto para detalhes).

S, proteina substrato

o enrolamento e montagem da tubuli-
na em S. cerevisiae e o seu homologo
em mamiferos como responsavel por
distribuir actina ndo-nativa ao chape-
rone TRIC in vitro [11]. A estrutura da
prefoldina parece uma medusa com
seis tentaculos em forma de hélice a
coiled-coil com cerca de 65A de com-
primento agarradas a um corpo em
forma de barril composto por estrutu-
ras 3 (ver Figura 4B) [12]. As pontas
dos tentaculos estdo parcialmente
desenroladas expondo residuos hi-
drofébicos para a ligacdo a proteina
substrato ndo nativa. A prefoldina
liga-se a cadeias nascentes durante
a sua traducgao e transfere-as, poste-
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riormente, para a chaperonina TRIC.
Coopera com a chaperonina TRiIC no
enrolamento da actina e da tubulina,
nos passos apos traducao. Aligacao e
libertagéo do substrato pela prefoldina
é independente de ATP.

D - Chaperoninas

As chaperoninas sao uma familia mui-
to conservada de complexos cilindri-
cos de grandes dimensbes em duplo
anel, com cerca de 800kDa. Dispbem
de um compartimento central interior
onde uma cadeia polipeptidica pode
ser enrolada [13]. Embora a ligagcéo/
libertacdo do substrato seja depen-

dente de ATP, o mecanismo de enro-
lamento é muito diferente do sistema
Hsp70. A proteina ndo nativa é cap-
turada através de contactos hidrofébi-
cos com as subunidades da chapero-
nina e uma vez no interior da cavidade
é enrolada e libertada para o exterior,
ndo sendo, portanto, possivel a agre-
gacdo com outras proteinas nao-
-nativas. Estao classificadas em dois
grupos com arquitectura semelhante,
mas com sequéncias remotamente
relacionadas [3,13]. As chaperoninas
do grupo |, também conhecido por
chaperoninas Hsp60, encontram-se
nas eubactérias e nos organelos com
origem endossimbiética, mitocdndrias
e cloroplastos e colaboram com os co-
-factores GroES (Hsp10). Ao grupo Il
pertencem as chaperoninas que sao
independentes de Hsp10 e que estdo
presentes nas arqueobactérias e no
citosol das células eucaridticas.

GRUPO | — A chaperonina mais bem
estudada é a GroEL (Hsp60) e o seu
co-factor GroES (Hsp10) de E. coli,
figura 5A. A GroEL é constituida por
dois anéis heptaméricos com subuni-
dades idénticas de 57kDa [14]. Cada
subunidade possui trés dominios dis-
tintos: o dominio equatorial, que con-
tém o sitio de ligacdo ao ATP, ligado
através de um dominio intermediario,
tipo dobradica, ao dominio apical.
Este ultimo faz a abertura do cilindro e
expde um numero de residuos hidro-
fébicos na cavidade que liga o subs-
trato. GroES é um anel homo-hepta-
mérico de subunidades com cerca de
10kDa que funciona como o interrup-
tor de GroEL controlada pela ATPase
da propria GroEL. A GroEL funcional
é assimétrica, uma vez que os dois
anéis ndo se encontram no mesmo
estado ligado a nucledtidos [14]. A li-
gacao do substrato ao complexo Gro-
EL-GroES ocorre na extremidade do
anel de GroEL que ndo esta ligado a
GroES (Figura 5D). Quase simultane-
amente ligam-se 7 moléculas de ATP
as subunidades do anel de GroEL que
acabou de receber o substrato e um
complexo GroES, o que provoca o
encapsulamento do substrato dentro
da cavidade GroEL-GroES. As alte-
ragbes conformacionais geradas le-
vam a dissociagao de GroES que se
encontrava ligada ao anel oposto e a
libertagdo de 7 moléculas de ADP. A
ligagdo da molécula de GroES cau-
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Figura 4 Estruturas tri-dimensionais dos chaperones trigger factor (A) e da prefoldina (B)
(As estruturas foram produzidas com o programa PDB viewer)

sa grandes rearranjos conformacio-
nais da cavidade que se torna mais
espagosa e as propriedades da sua
superficie interna passam de hidro-
fébicas a hidrofilicas. Proteinas nao-
-nativas até cerca de 60kDa podem
ser encapsuladas e sofrerem enrola-
mento no interior da cavidade [3,13].

GRUPO Il - As chaperoninas do grupo
Il também possuem estrutura em anel
duplo, embora o niumero de subunida-
des por anel varie entre oito e nove
[3,13]. Os complexos arqueobacte-
rianos, conhecidos por termossomas,
contém duas ou trés subunidades dis-
tintas por anel (Figura 5C). A chape-
ronina eucariota designada por TRiC/
CCT (TCP-1ring complex/chaperonin-

GroEL

GroES

extenséo
em hélice o

containing TCP-1) possui oito subuni-
dades diferentes por anel, com cerca
de 50 a 60kDa. As estruturas dos ter-
mossomas mostram que o arranjo das
subunidades é idéntico ao encontrado
na GroEL. O dominio de ligagdo ao
ATP é conservado entre todas as cha-
peroninas e a divergéncia maior ocor-
re no dominio apical que possui uma
extensao em hélice a que se projecta
para a abertura do anel (Figura 5B).

Como a diferengca essencial entre
as chaperoninas do grupo l e Il é a
auséncia do factor GroES nas ulti-
mas, pensa-se que essas extensdes
funcionem como uma tampa funcio-
nalmente equivalente a GroES [15].

=,

% ,, proteina nativa

Figura 5 As chaperoninas. (A) Estrutura tridimensional da GroEL/ES de E. coli. (B) Estrutura cristalina
duma subunidade isolada do termossoma (TRiC) de Thermoplasma acidophilum. (C) Aspectos
estruturais do anel a do termossoma de Thermococcus sp.. Painel de cima, vista de topo. Painel de
baixo, vista de lado. Moléculas de ADP, representadas a vermelho em space fill [39]. As estruturas
foram produzidas com o programa RasMol. (C) Ciclo de accdo da chaperonina GroEL/ES, ver texto para
detalhes. Circulo amarelo, superficie apolar. Circulo azul, superficie polar
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A forma como as chaperoninas do
grupo Il medeiam o enrolamento das
proteinas esta ainda muito pouco
esclarecida (ver revisdo de Spiess
e colegas [16]). A actina e a tubulina
foram os primeiros substratos descri-
tos da TRIiC, no entanto, actualmente,
conhecem-se outros como a ciclina E
e varias proteinas contendo dominios
WD, ou seja dominios constituidos
apenas por folhas B anti-paralelas
[16].

2. Desagregacao de proteinas

A exposicao de células a certas con-
dicdes de stresse produz agregagéo
massiva de proteinas. Este é um
problema comum especialmente nos
organismos que nao controlam a sua
temperatura interna, como bactérias,
fungos e plantas. A sobrevivéncia
destes organismos depende da coo-
peragao de um sistema bi-chaperoni-
co, formado por Hsp70 e por Hsp100,
que actua na solubilizagao das prote-
inas agregadas (desagregacao) e na
reaquisi¢cao da suas estruturas nativas
(re-enrolamento) (ver revisdo de Li-
berek e colegas [17]). Curiosamente,
cada componente deste sistema, por
si so, tem fraca capacidade (Hsp70)
ou mesmo nenhuma capacidade de
desagregacao (Hsp100). Ortélogos
de Hsp100 n&o foram encontrados em
células animais, mas encontram-se
na maioria das bactérias (ClpB), em
S. cerevisiae (Hsp104) ou em plantas
(Hsp101). O Hsp100 é um chapero-
ne em forma de anel constituido por
ATPases AAA+ (ATPases associated
with various cellular activities). A acti-
vidade de desagregagéao de proteinas
do Hsp100 esta potencialmente rela-
cionada com o desenrolamento que
ocorre durante a translocagéo do po-
lipéptido através do seu canal central
[18]. Estudos recentes mostram que o
chaperone Hsp70 é necessario para a
fragmentacédo de agregados grandes
em mais pequenos € que na ausén-
cia de Hsp100 os polipéptidos extra-
idos dos agregados n&o adquirem o
enrolamento correcto, mas voltam a
formar novos agregados [19]. Nao s6
o tamanho do agregado é importante
como parece ser importante o con-
teudo em estruturas . Observou-se
que agregados contendo concentra-
¢cbes elevadas de estrutura B s6 séo
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processados na presenga de Hsp100
[20]. Com a informagéao actual dispo-
nivel, pensa-se que a acgao do siste-
ma Hsp70-Hsp100 na desagregagéo
de proteinas ocorre da seguinte for-
ma: primeiro, o chaperone Hsp70 de-
semaranha a cadeia polipeptidica do
agregado; segundo, o polipéptido &
transferido para o chaperone Hsp100
e translocado através do canal central
para o seu interior, ocorrendo hidrdlise
de ATP. Terceiro, o polipéptido é liber-
tado do Hsp100 e ou enrola espon-
taneamente ou sofre re-enrolamento
pelo sistema Hsp70 (ver Figura 6).

N
&
_—
‘\991
%
)
polipéptidos
agregados

plasma integrando uma maquinaria
multichaperdnica que inclui o chapero-
ne Hsp70, peptidil-propil-isomerases
e outros co-chaperones [9,23]. A acti-
vidade desta maquinaria € modulada
por proteinas co-factores que intera-
gem directamente e especificamente
com o Hsp70 ou com o Hsp90 ou nal-
guns casos com ambos os chaperones
(por exemplo, os co-chaperones da
familia com o dominio TPR-clamp, te-
tratricopeptide repeat-clamp domain).
A proteina Hsp90 é homodimérica e
cada subunidade possui trés domi-
nios bem definidos: i) um dominio de

proteina
nativa

&
3
l

&

proteina
nativa

Hsp100

Figura 6 Esquema de actuacdo do sistema chaperénico Hsp100-Hsp70 na recuperagdo de
polipéptidos agregados

3. Transdugao de sinais

O chaperone Hsp90 presente nas cé-
lulas eucarioticas, desde a levedura
de padeiro a organismos mais com-
plexos como os mamiferos, esta en-
volvido no enrolamento de um diverso
leque de proteinas, tais como: facto-
res de transcrigdo, proteinas envol-
vidas na transducgéo de sinais, como
por exemplo receptores de hormonas
esteréides e cinases reguladoras e
outras proteinas que aparentemente
nao possuem aspectos estruturais ou
funcionais semelhantes [21,22].

Ao contrario do que acontece com o
Hsp70, o Hsp90 normalmente n&o ac-
tua no enrolamento de proteinas nas-
centes. O Hsp90 liga-se a proteinas
cuja estrutura é proxima da nativa,
actuando portanto a um nivel do en-
rolamento final da proteina substrato
(Figura 7A). O Hsp90 é um chaperone
dependente de ATP e opera no cito-

ESJ

A
Hsp90,
e
desenrolado enrolamento
B
terminal
N
dominio
central
terminal
c

Hsp90ADP
distendida

Hsp90ADP
fechada

cu{hap%

ligagdo ao ATP no terminal N; ii) um
dominio central que completa o sitio
activo da ATPase e liga a proteina
substrato; e iii) um dominio de dime-
rizagdo no terminal C (Figura 7B). A
resolugéo recente da estrutura da pro-
teina HtpG, a Hsp90 de E. coli, veio
revelar novos aspectos do mecanismo
de acgao desta classe de chaperones.
Durante o ciclo ATPasico, os trés do-
minios de Hsp90 passam de um es-
tado aberto - livre de ATP — para um
estado fechado — ligado a ATP (Figura
7B). Na auséncia de ATP o dimero de
Hsp90 encontra-se numa conforma-
¢céao “aberta”, ou seja a posicdo dos
dois monémeros é tal que origina uma
grande abertura central “forrada” com
elementos hidrofébicos provenientes
dos trés dominios (estado apo) [24].

O estado apo € o estado mais prova-
vel para a ligacao de proteinas subs-
trato (Figura 7C). A estrutura sugere
que durante o ciclo ATPasico ocorrem
rearranjos radicais que conduzem a
compactacao do Hsp90. A ligacéo ao
ATP induz a dimerizagdo dos termi-
nais N fechando a estrutura. A forma
como a ligacao do ATP interfere com o
rearranjo da estrutura ndo esta ainda
clara, o que é o6bvio é que, na totali-
dade, a hidrofobicidade da superficie
da abertura central diminui. Pensa-se
que entdo ocorrera remodelagao da
proteina substrato. A hidrolise do ATP
resulta num estado muito compacto
contendo ADP e na libertagdo da pro-
teina substrato e de co-chaperones.

ligando

L

@%

enrolado inactivo activo

{mﬁmnes

Hsp90

Figura 7 (A) Modelo de um dos tipos de ac¢do do chaperone Hsp90 na vias de transdugao de sinais. Os
receptores de hormonas esteroides e cinases sdo enrolados pela maquinaria Hsp90 e apés a ligagdo do
ligando tornam-se activos. O cilindro representa a parte ja estruturada da proteina substrato do Hsp90.
(B) Estrutura do Hsp90 ligada a ADP (a vermelho) nas formas distendida e fechada. As estruturas foram
produzidas com o programa PDB viewer. (C) Ciclo de ac¢do do Hsp90. S, substrato
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A dissociagao do ADP leva ao estado
apo (aberto) e pronto para um novo
ciclo.

Varias sdo as questbes ainda em
aberto sobre 0 modo de ac¢ao do cha-
perone Hsp90. Por exemplo, a forma
como as proteinas substrato se ligam
aos varios dominios do Hsp90 ou de
que forma os co-chaperones regulam
o ciclo ATPasico, ou ainda como é
regulada a especificidade do sistema
Hsp90.

4. Translocacdao de proteinas do cito-
plasma para organelos

A maquinaria Hsp70-Hsp90 para além
de participar no enrolamento de va-
rios polipéptidos desempenha um
importante papel na distribuicdo de
proteinas tanto para organelos como
para a degradacao pelo proteassoma
(ver secgéo controlo de qualidade).
As proteinas mitocondriais sdo na sua
maioria sintetizadas no citoplasma
numa forma precursora e importadas
apos a tradugédo para as mitocodndrias.
Amembrana externa das mitocdndrias
possui um translocase designada por
TOM e a membrana interna contém
outro translocase conhecido por TIM.
A Hsp90 e a Hsp70 de mamifero man-
tém a solubilidade de polipéptidos
precursores, enquanto no citoplasma,
de algumas proteinas da membrana
interna das mitocondrias e medeiam
a sua “entrega” ao translocase exis-
tente na membrana externa (TOM70)
[9,25]. Na levedura de padeiro a Ydj1
associa-se transientemente com a
membrana e dirige algumas proteinas
para a mitocéndria e para o reticulo
endoplasmatico [26]. Enquanto que,
o co-chaperone Djp1 (da familia das
Hsp40) encontra-se especificamente
envolvido na translocagdo de protei-
nas para 0os peroxissomas, mas nao
para o reticulo ou para as mitocon-
drias [27].

5. Controlo de qualidade das proteinas

A funcdo de uma proteina esta as-
sociada a sua estrutura tridimensio-
nal. Uma vez perdida a estrutura, a
proteina deixa de ser funcional. Isto
pode acontecer devido a mutagbes
ou devido a exposi¢ao das células a
determinadas condi¢gbes de stresse.
As células desenvolveram mecanis-
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mos de controlo de qualidade que
reconhecem proteinas mal-enroladas.
O controlo é realizado, por um lado,
por chaperones que controlam o es-
tado de enrolamento das proteinas
e medeiam o seu re-enrolamento e,
por outro lado, por proteases respon-
saveis pela degradacéo de proteinas
mal-enroladas (Figura 1). As ATPases
AAA+ sdo complexos proteicos em
forma de anel que podem cooperar
tanto com sistemas chaperdnicos
como com sistemas proteoliticos no
controlo da qualidade das proteinas.
Nas células eucaridticas o sistema
intracelular de degradacédo de prote-
inas, dependente de ubiquitina/pro-
teassoma (ver revisdo em portugués
de Ramos [28]), é responsavel pela
remogao de proteinas celulares tanto
danificadas (devido a mau enrolamen-
to, ou desnaturacdo) bem como de
proteinas nativas de forma a regular
a quantidade disponivel da proteina
funcional. O proteassoma 26S, o com-
plexo proteolitico responsavel pela
degradacao dos substratos possui na
base da particula reguladora um anel
de ATPases AAA+. Por outro lado, a
proteina Hsp100, também uma ATP-
ase AAA+, actua independentemente
de sistemas proteoliticos e em conjun-
to com o sistema chaperénico Hsp70
na solubilizagéo e re-enrolamento de
proteinas agregadas (ver seccao de-
sagregacéo de proteinas).

Nos mamiferos, a maquinaria Hsp70-
Hsp90, para além da sua fungado
como magquinaria de enrolamento de
proteinas, esta envolvida no controlo
de qualidade das proteinas celulares.
A proteina Bag1, um factor permuta-
dor de nucledtidos do Hsp70, para
além de regular o ciclo ATPésico do
chaperone Hsp70 possui um dominio
ubiquitin-like que medeia a interac-
¢do com o proteassoma. A proteina
CHIP (carboxyl terminus of Hsp70—
interacting protein) esta envolvida na
ubiquitilacéo e degradacgéo de alguns
polipéptidos que s&o substratos da
maquinaria Hsp70-Hsp90 uma vez
que possui um dominio (TRP-clamp
— tetratricopeptide repeat) que pode
ser reconhecido tanto pelo Hsp70
como pelo Hsp90 e ao mesmo tempo
possui actividade de ligase de ubiqui-
tina (E3 do tipo U-Box, [28]). CHIP e
BAG1 interagem entre si e pensa-se
que recebam substratos nao-nativos
do sistema Hsp70-Hsp90, medeiem

a sua ubiquitilagdo e consequente de-
gradacéo pelo proteassoma.

No reticulo endoplasmatico, o proces-
so de maturagdo de uma proteina é
acompanhado pela acgdo de varios
enzimas e conduzido por um grande
numero de chaperones. O controlo de
qualidade destas proteinas é condu-
zido por chaperones moleculares que
dirigem proteinas aberrantes para o
sistema ERAD (ER-associated degra-
dation) (ver revisdes de Brodsky [29] e
de Anelli e Sitia [30]).

6. Montagem de complexos proteicos

A importancia dos chaperones na
aquisicdo da estrutura tridimensional
de uma proteina ou no desmantela-
mento de agregados encontra-se bem
reconhecida, mas, normalmente, fica
esquecida a importancia dos cha-
perones na formagao de complexos
proteicos multiméricos. No entanto,
as evidéncias sao cada vez maiores
de que a montagem de proteinas mul-
timéricas é assistida por chaperones
especificos [31].

O DNA é uma molécula muito longa
que se encontra empacotada no nu-
cleo de modo a ocupar pouco espa-
¢o. Os nucleossomas sao estruturas
constituidas por DNA enrolado (cerca
de 146 pares de bases) num comple-
xo de proteinas basicas designadas
por histonas. A correcta deposi¢ao de
histonas no DNA acabado de duplicar
(replicar) é assistida por chaperones
nucleares. Os nucleossomas séo es-
truturas muito dindmicas devido a ac-
¢do do DNA. Assim, os chaperones
nucleares estdo divididos em dois
grupos: a) chaperones envolvidos
na montagem dependente de repli-
cagao; b) chaperones envolvidos na
montagem independente de replica-
¢éo. No primeiro grupo encontram-se
o CAF-1 (chromatin assembly factor
1) e o NAP-1 (chaperone nucleoso-
me assembly factor 1). Do segundo
grupo constam chaperones como a
HIRA (histone-associated regulatory
protein), a nucleoplasmina, a proteina
nuclear N1 e o TAF-1 (template acti-
vating factor 1).

O proteassoma 26S é uma protease

multimérica dependente de ATP com
cerca de 2000 kDa, que degrada pro-
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teinas conjugadas covalentemente
com ubiquitina. E constituido por dois
complexos regulatérios 19S e por um
complexo catalitico de com cerca de
700kDa, designado por proteassoma
20S [28]. A estrutura do proteassoma
20S de S. cerevisiae revelou a po-
sicao final das 28 subunidades que
o constituem. Sete subunidades a
diferentes e sete subunidades f dis-
tintas organizam-se em quatro anéis
empilhados, cada qual constituido por
sete membros, numa estequiometria
a7B7p7a7 [32]. Embora a estrutura
seja conhecida ha mais de dez anos,
a forma como as 28 subunidades se
associam de modo a formar uma es-
trutura functional ainda ndo é total-
mente clara. O primeiro chaperone a
ser descrito envolvido na montagem
do proteassoma 20S foi o Ump1 [33].
Actualmente, sabe-se que sao varios
0s chaperones que assistem a monta-
gem do proteassoma 20S (Figura 8).
O primeiro passo ocorre com a sintese
das subunidades a. Um heterodimero
constituido pelos chaperones PAC1-
PAC2 liga-se a algumas subunida-
des a servindo como alicerce para a
montagem de um anel a. Um terceiro
chaperone Pba3-Pba4 contribui tam-
bém para organizagéo dos anéis a. As
subunidades B2, B3 e B4 juntam-se
ao anel formando o complexo 13S. As
restantes subunidades 3, bem como o
chaperone Ump1, ligam-se formando
o complexo 15S, com a libertagdo de
Pba3-Pba4. O proteassoma 20S re-
sulta da dimerizagdo dos complexos
15S assistida pelo chaperone Ump1
que, ap6s processamento autocatali-
tico das trés subunidades B contendo
actividade proteolitica, € degradado

pelo proteassoma, bem como os cha-
perones PAC1-PAC2 [33-36].

Perspectivas futuras

A compreensao do funcionamento e
acgao dos chaperones no enrolamen-
to de proteinas apresenta um enorme
potencial do ponto de vista biotecno-
l6gico pois podera servir de base na
optimizagdo da produgdo de protei-
nas recombinantes (vejam-se algu-
mas aplicacdes na referéncia 37). O
incorrecto enrolamento de proteinas
chave em determinados processos
celulares, bem como a acumulagao e
consequente agregacao de proteinas
desenroladas estédo associados a va-
rias doengas como o cancro, doengas
neurodegenerativas e senescéncia
[38]. O melhor conhecimento de como
a maquinaria de chaperones funciona,
permitira no futuro controlar a acgao
das proteinas tanto em condigbes nor-
mais como em condi¢bes de stresse
ou em caso de doenga.
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muitos igualmente pensam.

De facto, em 1802, muitos anos an-
tes de Edison sequer ter nascido,
outro quimico inglés, Humphry Davy,
descobrira o arco voltaico, também
designado por arco de Davy, e inven-
tara a lampada de Davy, apresentada
a Royal Society a 9 de Novembro de
1815. As lampadas de arco voltaico
foram utilizadas durante muitos anos
na iluminagéao publica.

Nomeadamente, trés anos antes de
Edison nascer, em 1844, o fisico fran-
cés Jean Foucault, que desenvolveu
a invencdo de Davy, conseguiu um
arco eléctrico suficientemente brilhan-
te para iluminar a Praga da Concoérdia
em Paris.

De igual forma foi um quimico, o aus-
triaco Carl Auer von Welsbach que se
doutorou com Robert Bunsen, quem
apresentou a primeira lampada co-
mercial com filamento de metal.
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