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Sumario

Os chaperones sdo proteinas que tém por funcdo principal assistir e promover o
enrolamento adequado de cadeias polipeptidicas, quer as cadeias recém-sintetizadas nos
ribossomas do reticulo endoplasmatico quer pds-traducionalmente durante o seu
processo de translocacdo através das membranas intracelulares. No ambiente celular
existem varias classes de chaperones ndo relacionadas estruturalmente que se
organizam formando redes cooperativas de vigilancia e manutencdo da conformacéo
nativa de proteinas ou de inducdo da destruicdo de proteinas misfolded através da
formagéo de corpos de inclusdo e posterior degradacdo pelas proteases do sistema

lisosomal ou proteossomal.

As doencas conformacionais, como por exemplo as doencas amiloides, s&o
caracterizadas pela reducdo do nivel de proteina nativa e pela acumulacdo da respetiva
proteina misfolded, resultando na sua aglomeracdo e deposicdo em tecidos especificos
que esta associada a um aumento de morbilidade e mortalidade. A investigacédo ao nivel
terapéutico sugere que o tratamento com chaperones farmacoldgicos pode ser
preventivo, ao reduzir o stress oxidativo que ¢ um agente causador comum a estas
doencas, ou curativo, seja pela aplicacdo/administracdo de chaperones farmacologicos
ou pelo meio de inducdo de producdo destes chaperones pelo proprio organismo. No
entanto, ainda existe um longo caminho para percorrer até que seja identificado um
farmaco que consiga devolver a estes doentes a qualidade de vida que eles merecem,
facto que torna fundamental a continuidade da investigacdo sobre chaperones, desde a

elucidacdo do seu funcionamento a sua aplicacdo farmacoldgica.

Palavras-chave: Chaperones, Misfolding, Lisossoma, Proteassoma, Doengas

conformacionais.
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Abstract

Chaperones are proteins whose function is to assist and promote the correct
folding of proteins, either newly proteins synthesized at ribosomes of the endoplasmic
reticulum or post-translationally during the process of translocation across intracellular
membranes. In the cellular environment, there are several classes of structurally
unrelated chaperones. These molecules are organized in cooperative networks involved
in surveillance and maintenance of the native conformation of proteins, or in the
destruction of misfolded proteins through the formation of inclusion bodies that are

subsequently degraded by lysosomal or proteosomal systems.

Protein conformational diseases, such as amyloid disorders, are characterized by a
reduction in the level of native protein and, simultaneously, by the accumulation of
misfolded proteins. These alterations result in the agglomeration of misfolded proteins
and their accumulation at toxic levels in a specific tissue is associated with disorders
with an increased morbidity and mortality. Data from investigation of therapeutic
options suggest that pharmacological chaperons may act preventively, by reducing
oxidative stress which is a common causative agent of these diseases or correctively by
either the application/administration of these molecules or the induction of its
production by the body itself. However, there is still a long way until the identification
of a drug that can return to these patients the quality of life they deserve, thus underline
the importance of future research on chaperones, not only to better elucidate its
molecular mechanism in the cell but also to identify more effective drugs for the

treatment of conformational diseases.

Key-words: Chaperones, Misfolding, Lysosome, Proteasome, Conformational diseases.
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Nas ultimas décadas registou-se uma evolucdo notavel ao nivel dos recursos
tecnoldgicos, dos cuidados de saude e da qualidade de vida das populagdes, resultando
num considerdvel aumento da longevidade. No entanto, essa mesma longevidade aliada
a fatores ambientais, tais como a poluicdo, alimentacdo e o stress, podem estar
associados a desequilibrios moleculares e, subsequentemente, ao aparecimento de
alteracOes fisiopatoldgicas que poderdo traduzir-se no aparecimento de doencas
especificas.

Os seres vivos superiores possuem tecidos e estruturas de elevada complexidade
celular, onde o bom funcionamento e a homeostasia celular estdo dependentes de varios
mecanismos de vigilancia e de comunicacdo celular, muitos deles mediados por
proteinas. As proteinas sdo componentes celulares que exercem fungfes muito diversas.
Assim, a aquisicdo da estrutura tridimensional correta da proteina é fundamental para o
desempenho adequado da sua funcdo. Para esse efeito, existe um conjunto de proteinas
auxiliadoras, conhecidas por chaperones, que assistem ao processo de enrolamento e
transporte de proteinas para 0o compartimento onde irdo exercer a respetiva fungdo

celular.

Presentemente sdo conhecidas varias doencas relacionadas com uma producéo
defeituosa de proteinas, nomeadamente doencas metabdlicas, doencas neuromusculares
e doencas neurodegenerativas. Uma das estratégias usadas no tratamento destas doencas
consiste na utilizacdo de chaperones. Esta abordagem terapéutica consiste no aumento
do nivel intracelular de chaperones, quer pela administracdo de farmacos especificos
quer pela inducdo da sua producdo celular. Assim, com o aumento do nivel intracelular
de chaperones o risco de malformacdo de proteinas é reduzido e, consequentemente,

aumenta a possibilidade de reverséo da doenca.

O trabalho de revisdo bibliografica descrito nesta tese visa explorar o modo de
funcionamento dos chaperones no organismo e a potencialidade da sua utilizagdo no

tratamento de algumas doengas.

Esta tese foi redigida ao abrigo do novo acordo ortografico.

2
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Capitulo Il - Desenvolvimento
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1. Proteinas: estrutura e funcéo

Na natureza, a matéria viva é composta por células que em conjunto formam os
tecidos e as estruturas que compdem os 6rgdos. As proteinas sdo componentes centrais
dos processos bioldgicos uma vez que as transformacdes moleculares que integram o
metabolismo celular sdo dependentes de proteinas enziméticas (Voet et al., 2000). O
primeiro indicio da sua existéncia ocorreu no inicio do século XIX, em pesquisas
desenvolvidas por cientistas na area da nutricdo, quando foram descobertos compostos
de nitrogénio essenciais para a existéncia dos seres vivos. Em 1839, G.J Mulder atribuiu
a estes compostos o termo de proteina, que vem do grego proteios, que significa
priméario. Nessa época, os fisiologistas ndo se aperceberam de que estes compostos
resultavam da unido de aminoacidos, unidades estruturais isoladas em 1830. Hoje em
dia as proteinas sdo consideradas estruturas essenciais para a existéncia de vida
(Halpern, 1997, Voet et al., 2000).

As proteinas sdo constituidas por polipéptidos, isto é, polimeros compostos por
mondmeros, 0s aminoacidos, que se encontram unidos por ligacfes amida as quais sdo
especificamente denominadas por ligacGes peptidicas (Halpern, 1997). Os aminoacidos
sdo moléculas organicas que apresentam, pelo menos, um grupo amina e um grupo
carboxilo. Na generalidade, 20 aminoacidos padrdo, na sua maioria L-a-aminoécidos,
fazem parte da constituicdo de proteinas. Os a-aminoacidos sdo unidades estruturais em
que o grupo amina e o grupo carboxilo estdo ligados ao carbono-a, cuja formula geral é
H,NCHRCOOH. Aqui o carbono-a ¢ um centro quiral que apresenta atividade Otica; a
geometria tetraédrica que ocorre a volta deste carbono permite conformacgdes espaciais
diferentes sob a forma de esterioisomeros. (Halpern, 1997, Koolman e Roehm, 2005,
Voet et al., 2000). Os aminoacidos podem ser classificados de acordo com a natureza
qguimica e polaridade da cadeia lateral (grupo radical, R) (Halpern, 1997). Os
aminoacidos ndo sé sdo as estruturas base das cadeias peptidicas e polipeptidicas como
também podem ser ndo-proteinogénicos funcionando como neurotransmissores ou

precursores de alguns metabolitos (Halpern, 1997, Koolman e Roehm, 2005).
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A configuracdo tridimensional das proteinas depende ndo s6 das unidades
estruturais que as compdem, como também da sua organizacdo estrutural. Assim, em
relacdo a sua organizacdo estrutural, as proteinas apresentam 4 niveis: primario,
secundario, terciario e quaternario. A estrutura primaria de uma proteina é representada
pela ordem dos aminoacidos na cadeia polipeptidica, sem qualquer organizacao
tridimensional. A estrutura secundaria é caracterizada pelo arranjo espacial dos atomos
de um esqueleto polipeptidico e é assegurada por ligagdes ndo covalentes especificas
(pontes de hidrogénio). Estas ligacdes podem apresentar varios angulos, onde a
repeticdo destes em varias ligacdes peptidicas adjacentes podem levar a formacgédo de
estruturas secundarias, nomeadamente hélices o e folhas B. A estrutura terciaria refere-
se & estrutura tridimensional do polipéptido. Nesta configuracdo, € possivel observar
ligagBes entre aminoécidos distantes na estrutura primaria da cadeia polipeptidica e
entre as estruturas secundarias. As interacdes responsaveis pela aquisi¢cdo/manutencéo
da conformacdo terciaria sdo fundamentalmente hidrofébicas e envolvem as cadeias
laterais apolares dos residuos de aminoacidos que se concentram no interior da
molécula, ou correspondem a pontes dissulfureto que se estabelecem entre as cadeias
laterais de residuos de cisteina. A estrutura quaternaria € representada pela associacao
ndo covalente de uma ou mais cadeias polipeptidicas de nivel terciario, referidas como
subunidades (Halpern, 1997, Voet et al., 2000). A Figura 1 representa 0s quatro niveis
de organizacdo estrutural de proteinas. As estruturas proteicas mais complexas (nivel

terciario e quaternario) assumem uma configuracao tridimensional.




UNIVERSIDADE USO TERAPEUTICO DE CHAPERONES EM DOENCAS CONFORMACIONAIS f 7
FERNANDO PESSOA 3‘%@5 .

Niveis estruturais das proteinas
Estrutura primaria

Figura 1: Niveis de organizacdo estrutural das proteinas [Adaptado de Sciences (2009)].

As proteinas podem exercer varias funcdes na célula. A sua forma tridimensional
encontra-se adaptada & funcdo que pode ser de natureza estrutural, de transporte,
protecdo e defesa, de controlo e regulacdo, catalise, movimento e armazenamento
(Gavin et al., 2002, Koolman e Roehm, 2005, Voet et al., 2000). Dada a diversidade
funcional, as proteinas sdo moléculas fundamentais para o bom funcionamento da célula

e, subsequentemente, do organismo.
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2. Expressao genética e biossintese de proteinas

O organismo vivo é composto por diferentes tecidos que, por sua vez, resultam da
organizacdo de varios tipos celulares. A unidade celular € composta por varios
organelos que desempenham diferentes funcdes, destacando-se o nucleo por se tratar de
um organelo central que retne a totalidade da informacdo genética da célula, a qual é

essencial para a sua manutencao e divisao celular.

A expressdo genética representa 0 processo que usa a informagdo presente nos
genes, localizados no ADN, para produzir proteinas. Nas células eucaridticas, este
processo inicia-se no nucleo com a transcricdo de uma das cadeias de ADN numa
molécula de ARN, que migra, através do poro nuclear, para o citoplasma onde esta
localizada a maquinaria de sintese proteica. Nos ribossomas, a informacédo contida na
molécula de ARN é traduzida na cadeia polipeptidica respetiva (Passarge, 2004,
Videira, 2001, Voet et al., 2000). Assim, a estrutura e, subsequentemente, a funcao das
proteinas esta representada na informacdo contida nos genes presentes na molécula de
ADN (Voet et al., 2000).

De forma resumida, o processo de biossintese de proteinas ocorre no citoplasma,
em polissomas. O ADN do gene é transcrito em ARN pré-mensageiro que €
posteriormente processado originando o ARN mensageiro (ARNm). O ARNm desloca-
se até ao ribossoma onde um grupo de trés nucleétidos (codao) é emparelhado com trés
nucleétidos complementares (anti-coddo) duma pequena molécula de ARN
transferéncia (ARNt). Cada molécula de ARNt esta ligada ao aminoacido
correspondente. O ribossoma catalisa a unido dos aminoacidos, os quais sdo adicionados
a cadeia polipeptidica crescente de acordo com a ordem de ligacdo das moléculas de
ARNt ao ARNm. Como a sequéncia de nucleotidos no ARNm reflete uma sequéncia de
nucleodtidos no gene correspondente, € o ADN do gene que, indiretamente, conduz a
sintese de proteinas (Passarge, 2004, Purves et al., 1998, Voet et al., 2000). O processo

de biossintese de proteinas esté ilustrada na Figura 2.
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Figura 2: Expressdo genética e sintese proteica [Adaptado de Roy e Ibba (2006)].

Tal como evidenciado na Figura 2, a sintese proteica implica que previamente
tenham ocorrido a transcricdo do gene respetivo para ARNm e posterior translacdo. A
partir deste ponto, a proteina recém-sintetizada ¢ maturada, originando uma proteina
funcional ou anémala (devido a taxa de erro inerente a estes processos ou a presenca de
mutacOes genéticas). De salientar que a sintese proteica pode completar-se em
polissomas ou continuar em ribossomas associados a face externa do reticulo
endoplasmatico (RE), como acontece no caso de proteinas da via secretora (Passarge,
2004). Este ultimo grupo de proteinas sera especificamente abordado no presente
trabalho.
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No caso das proteinas solUveis da via secretora, a sua translocacao para o limen do
reticulo endoplasmético rugoso (RER) ocorre de acordo com a hip6tese sinal. Esta
hipotese baseia-se em péptidos sinal hidrofébico, localizados no terminal-N da proteina
precursora, que sinalizam e regulam a translocacdo de proteinas através da membrana.
O péptido sinal é reconhecido pela particula de reconhecimento de sinal assim que este
emerge do ribossoma. O processo de translagdo € interrompido durante a ligacdo da
particula de reconhecimento de sinal com o recetor, no RER, reiniciando-se apds o
processo de translocacdo do polipéptido para o Iimen do RER estar concluido
(Rapoport, 1985). Esta translocacdo é, pois, co-traducional e acompanhada de N-
glicosilacdo da cadeia polipeptidica nascente. No processo de N-glicosilacdo, residuos
especificos de asparagina da cadeia polipéptidica sdo glicosilados por transferéncia em
bloco de um oligossacarideo rico em manose, dando inicio ao processo de enrolamento
do polipéptido. De facto, o limen do RER possui 0 ambiente quimico necessario para

facilitar esse processo de “enrolamento” (Fewell et al., 2001, Sitia e Braakman, 2003).

De salientar que o processo de enrolamento proteico até a configuracdo final ndo
envolve um conjunto rigido de acontecimentos (Dobson, 2003). De facto, no decurso do
enrolamento, as proteinas podem estar sujeitas a alteracfes conformacionais dinamicas
de forma a atingirem o seu estado mais estavel, funcional e ergonémico (Surguchev e
Surguchov, 2010). Ao longo deste processo, as alteracdes que a estrutura tridimensional
sofre estdo sob controlo cinético (sobretudo a estrutura quaternaria) ou termodinamico

(especialmente as estruturas secundaria e terciaria) (Correia e Correia, 2001).

O RE é o organelo responsavel pela biossintese de lipidos, armazenamento de
calcio e enrolamento de proteinas. Este organelo retune condigBes especiais que 0
distingue de outros compartimentos celulares, e.g. nucleo, citosol ou mitocdndria. De
facto, o RE é um organelo celular composto por um limen equivalente ao espaco
extracelular (Ellgaard e Helenius, 2003). Como este organelo possui um ambiente mais
rico em ides célcio que o citosol, o limen é cerca de 1000x mais oxidante (Ellgaard e
Helenius, 2003, Fewell et al., 2001, Sitia e Braakman, 2003). O ambiente oxidante
caracteristico do RE favorece a formacdo das ligacGes dissulfureto, que auxiliam o

enrolamento e/ou atividade da proteina (Fewell et al., 2001). Para além disso, 0 RE
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possui uma composicdo em hidratos de carbono e uma maquinaria de glicosilacdo
unicos (Gidalevitz et al., 2013). Estas caracteristicas sdo importantes para o0
enrolamento de proteinas dado que ndo sO permitem a acdo de chaperones como
também aumentam a solubilidade das glicoproteinas, marcam a superficie dos mddulos
de enrolamento e conferem irreversibilidade ao processo de translocacdo das proteinas
através da membrana do RE (Ellgaard e Helenius, 2003, Fewell et al., 2001, Gidalevitz
et al., 2013, Sitia e Braakman, 2003).

O processo de enrolamento das proteinas recém-formadas estd sujeito a um
controlo de qualidade que visa assegurar que apenas as proteinas com a conformacéo
correta sdo transportadas para o seu destino final (Ellgaard e Helenius, 2003, Sitia e
Braakman, 2003).

Tal como anteriormente mencionado, as proteinas sao sintetizadas em ribossomas a
partir da informacdo genética presente no ADN celular. O processo de enrolamento in
vivo é, em alguns casos, co-translacional, i.e., iniciado antes da sintese proteica estar
finalizada, como no caso das proteinas secretoras. No entanto, no caso de outras
proteinas, o seu enrolamento ocorre principalmente em ambiente citoplasmatico, depois
de ocorrer a sua libertacdo do ribossoma e antes do seu trafego e translocacdo
membranar para organelos ndao pertencentes a via secretora, como por exemplo para o
interior da mitocondria. Assim, muitos detalhes do processo de enrolamento dependem

do ambiente particular no qual o enrolamento ocorre (Dobson, 2003).

No caso das proteinas da via secretora, 0 enrolamento ocorre em trés fases. Na
primeira fase, o enrolamento é cotranslacional (i.e., inicia-se antes da conclusdo da
sintese proteica, enquanto a cadeia em crescimento ainda esta ligada ao ribossoma) e
ocorre no complexo translocdo que € um canal proteico através do qual as cadeias
polipeptidicas entram no lumen ou na membrana do RER. Na segunda fase, o
enrolamento é pos-traducional e ocorre apdés a completa libertagdo da cadeia
polipeptidica do ribossoma e do complexo translocéo; a cadeia proteica assume uma
configuracdo 3D que € estabilizada por ligacfes de hidrogénio, interacOes eletrostaticas
e interagdes hidrofobicas. Por ultimo, na terceira fase, ocorre a montagem oligomérica,

0 que acontece quando a configuracdo das subunidades atingem uma conformagéo
10
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préxima do estado nativo. As trés fases sdo acompanhadas por chaperones e enzimas
residentes no limen do RER. Assim, o processo de enrolamento € co-translacional e
progressivo até que seja atingida a conformacdo nativa e, concluido o processo de
traducdo, a aquisicdo da estrutura tridimensional da proteina é assegurada por ligacdes
de hidrogenio, assim como por interacOes eletrostaticas e hidrofobicas (Esser et al.,
2004, Sitia e Braakman, 2003, Surguchev e Surguchov, 2010).

Resultados de ensaios in vitro sugerem que a estrutura secundaria é formada em
apenas milissegundos no limen do RER. Na maioria dos casos, 0 enrolamento comeca
com a formagdo das a-hélices, e a partir deste momento é necessario o envolvimento de
aminoéacidos adjacentes. A formacao das folhas B requer o estabelecimento de pontes de
hidrogénio entre aminoécidos que se encontram distantes na sequéncia primaria,
levando a um acentuado decréscimo da entropia. No final deste primeiro passo, 0s
segmentos hidrofébicos sdo segregados pelo ambiente aquoso, formando um centro
hidrofébico conhecido por glébulo fundido (Csermely et al., 2003). O estado
parcialmente enrolado dos globulos fundidos ocorre durante o desenvolvimento da
estrutura secundaria, a qual é desorganizada na sua maioria, dispondo de quase
nenhuma estrutura terciaria. Estas estruturas ainda possuem superficies hidrofdbicas
expostas, submetendo-se a extensos fendmenos de agregacdo. Os ultimos passos do
enrolamento proteico sdo lentos e limitantes. O interior do ndcleo proteico hidrofébico é
reorganizado e, em simulténeo, sdo formadas ligacdes que requerem energia (e.g. pontes
dissulfito, emparelhamento iénico e isomeracdo de ligacdes cis/trans de prolina). A
energia livre adquirida nestes processos viabiliza a formacdo de proteinas locais
termodinamicamente instaveis de elevada energia que sdo estabilizadas pela
conformacdo termodindmicamente favoravel do resto da proteina. Estes segmentos
proteicos de elevada energia conseguem estabilizar-se pela formagédo de complexos com
outras moléculas, apesar de servirem muitas vezes como centros ativos de enzimas ou
como superficies de contacto entre varias proteinas (e.g. em processos de transducéo de
sinal) (Csermely et al., 2003).

Durante a sua sintese, as proteinas devem adquirir a sua estrutura tridimensional

caracteristica isto é, a estrutura que possui as propriedades quimicas necessarias para o

11



"o,

UNIVERSIDADE USO TERAPEUTICO DE CHAPERONES EM DOENCAS CONFORMACIONAIS !:;5
FERNANDO PESSOA §Dﬁ%

;

desempenho adequado da sua funcédo celular especifica e que, geralmente, corresponde
ao estado termodindmicamente mais estavel (Dobson, 2003, Hartl et al., 2011). O
enrolamento de proteinas ndo é um processo linear mas é tdo preciso que, na maior parte
das vezes, apenas a alteracdo de um aminoacido é suficiente para originar perda de
funcdo da respetiva proteina. No entanto, geralmente as proteinas de conformacgéo
nativa coexistem com outras, e.g. glébulos fundidos ou proteinas desenroladas
(Csermely et al., 2003).

Apos translocacdo e processamento no RER, as proteinas sdo dirigidas, em
vesiculas, para o complexo de Golgi (CG). Ultra-estruturalmente, o CG é constituido
por varias cisternas, compreendendo 3 compartimentos principais, i.e., cis, medial e
trans, que se distinguem pela composicdo enzimatica. Globalmente, as enzimas do CG
estdo envolvidas na sintese de glicanos e no processamento das proteinas produzidas
pelo RER catalisando, designadamente, a adi¢cdo ou remocao de aglcares de proteinas
(processamento glicosidico), a adicdo de grupos sulfato (sulfatacdo) ou a adicdo de
grupos fosfato (fosforilacdo). As proteinas entram no CG pelo lado adjacente ao RE
(face cis), e saem pelo lado oposto das cisternas que esta orientado para a membrana
plasmética (face trans). As proteinas sdo transferidas entre as cisternas através de
vesiculas, sendo empacotadas na face trans do CG. Por fim, as proteinas processadas
sdo expelidas do CG atraveés de vesiculas, que migram para a membrana celular, onde se
fundem com a membrana e eventualmente libertam as proteinas para o meio
extracelular. O processo de trafego intracelular de proteinas da via secretora esta
esquematizado na Figura 3. De salientar que algumas das modificacGes mediadas pelo
CG atuam como sinais para direcionar as proteinas para o seu destino celular, i.e.
compartimento celular onde irdo exercer a sua fungdo (Ellgaard e Helenius, 2003,
Malhotra e Mayor, 2006, Xu e Esko, 2009).

12
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Figura 3: Biogénese e maturacdo das proteinas [Adaptado de Xu e Esko (2009)].

De acordo com a representacdo esquematica da Figura 3, as proteinas produzidas
no RER podem dirigir-se para o CG e, ap6s modificacbes especificas (glicosilacdo,
sulfatacdo e/ou fosforilacdo), ser transportadas para os lisossomas ou a superficie

celular.

Em conclusdo, a vida depende do funcionamento apropriado das proteinas no
ambiente celular. A sua funcdo resulta da sua configuracdo tridimensional. Toda a
informagdo necessaria para o enrolamento das proteinas encontra-se disponivel na sua
sequéncia polipeptidica, linear, a qual é obtida pelo processo de traducéo que ocorre em
ribossomas (Stolz e Wolf, 2010). Porém, o enrolamento intracelular de proteinas nao é
um processo espontaneo uma vez que necessita da assisténcia de uma maquinaria
complexa de chaperones moleculares e de energia metabolica, ambos necessarios para
gue a proteina adote, de forma eficiente, o seu estado nativo funcional (Anfinsen, 1973,

Dobson e Karplus, 1999). As células dos mamiferos expressam tipicamente cerca de 10
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mil espécies proteicas diferentes. De uma forma geral, e tal como anteriormente
descrito, estas cadeias enrolam-se de forma adequada produzindo a estrutura nativa. No
entanto, o ambiente celular pode favorecer a agregacdo de cadeias polipeptidicas
anomalas, recém-sintetizadas, dando origem a especies potencialmente toxicas (Hartl et
al., 2011). Estas proteinas podem ter origem em processos de mutacao, desequilibrio no
processo de sintese, condi¢fes inadequadas (oxidacdo celular), ou como produto
secundario da biossintese normal das proteinas. As proteinas deformadas s&o
degradadas em fragmentos (péptidos), os quais sdo dispostos na superficie celular.
(Bagola et al., 2011, Sitia e Braakman, 2003). As proteinas deformadas podem ser
enderecadas para sistemas de degradacdo especificos ou, em alternativa, ocorrer a sua
acumulacdo no ambiente celular até atingirem niveis toxicos (Carrell e Gooptu, 1998).
Como tal, o equilibrio entre os processos de biossintese, maturacdo e degradacdo
proteica é fundamental para a funcdo celular (Sitia e Braakman, 2003). Estes aspetos

sdo explorados ao longo das proximas seccdes desta tese.
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3. Fendmenos de misfolding e agregacéo de proteinas

O acontecimento de misfolding, ou seja, o enrolamento incorreto de proteinas,
corresponde ao processo de aquisicdo de uma estrutura distinta daquela que ¢é
representada pela configuracdo nativa (Chiti e Dobson, 2006). O estudo de proteinas
com estruturas desconfiguradas tem atraido muito a atencdo de varios investigadores
pelo facto deste fendmeno estar associado a diversas situagfes patoldgicas (Chiti e
Dobson, 2006, Surguchev e Surguchov, 2010).

Para adquirir a conformacdo nativa e que corresponde a estrutura que, em
condicdes fisioldgicas, apresenta uma energia livre minima, uma proteina deve
submeter-se ao processo de enrolamento (Broadley e Hartl, 2009, Ferreira e De Felice,
2001). Pelo elevado numero de configuragbes que as cadeias proteicas conseguem
assumir, as reacdes de enrolamento sdo muito complexas e heterogéneas, dependendo
da cooperacdo de varias interacdes fracas e nao covalentes (Hartl et al., 2011). Apesar
de toda a informacdo necessaria para a ocorréncia deste fendmeno estar codificada na
sequéncia priméaria, 0 meio em que este processo ocorre representa um desafio para o
enrolamento proteico, o qual é, geralmente, colmatado com mecanismos de controlo de
qualidade. No entanto, em situacdes de stress celular (tais como o envelhecimento,
temperatura elevada ou mutagdes genéticas), as proteinas adquirem formas anémalas de
enrolamento ou simplesmente se desenrolam (Broadley e Hartl, 2009, Stolz e Wolf,
2010). Proteinas em estados parcialmente desenrolados sdo problematicas pois tendem a
agregar em virtude da exposicdo de residuos de aminoacidos hidrofébicos e regides
desestruturadas do esqueleto polipeptidico que geralmente estdo posicionadas no
interior da estrutura nativa (Hartl et al., 2011). Uma vez que proteinas com conformacéo
nativa coexistem com proteinas desenroladas, o fenomeno de agregacdo representa um
potencial problema no processo de folding proteico. No momento em que uma nova
cadeia polipeptidica € libertada do ribossoma, os residuos hidrofébicos, que
normalmente se encontram protegidos no interior da proteina, tendem a ficar expostos
em vez de se enrolarem de forma apropriada, podendo associar-se a outras cadeias

proteicas que se encontrem na mesma situacdo. A tendéncia de agregacdo de cadeias
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proteicas ndo nativas aumenta com a elevada quantidade de proteinas e outras
macromoléculas no ambiente celular, conhecido por aglomeramento macromolecular.
Assim, o fendmeno de agregacdo é conduzido pelas forgas hidrofobicas que levam a
aquisicdo de estruturas amorfas. Em alternativa, os agregados fibrilares podem dar
origem a estruturas denominadas agregados amiloides definidas pela apresentacdo de
filamentos 13 perpendiculares ao eixo axial (estruturas cruzadas B). A formagéo destas
estruturas é, no entanto, restringida na presenca de chaperones (Hartl e Hayer-Hartl,
2002).

Normalmente, a associagdo de quantidades elevadas de proteinas deformadas leva a
formacdo de agregados. Estes agregados apenas sao sollveis em pequenas quantidades
pois a partir de um certo nivel eles tém tendéncia a precipitar sob condic@es fisioldgicas.
Do ponto de vista morfoldgico, é possivel diferenciar dois tipos de agregados: amorfos
e fibrilas amiloides. Os agregados amorfos resultam de cadeias polipeptidicas
desordenadas, enquanto as fibrilas amiloides apresentam uma estrutura altamente
ordenada onde todos os polipéptidos adotam uma conformacdo comum (Dobson, 2003,
Invernizzi et al., 2012, Surguchev e Surguchov, 2010). Enquanto as fibrilas amiloides e
o0s agregados nem sempre apresentam toxicidade, as formas oligoméricas desenroladas,
oligbmeros soluveis, protofibrilas e algumas espécies monomeéricas sdo classificadas

como espécies toxicas (Gidalevitz et al., 2010).

Uma das caracteristicas das proteinas naturalmente desenroladas € a existéncia de
um ndmero reduzido de ligagBes hidrofobicas entre aminoacidos e uma elevada
abundancia de residuos promotores de desordem, 0 que assegura uma reduzida
hidrofobicidade e uma carga elétrica elevada e, subsequentemente, um grau adequado
de solubilidade. No entanto, estas estruturas proteicas poderdo agregar e formar fibrilas
amiloides, mesmo na auséncia de mutacdes. Na presenca de mutaces, este fendmeno
de agregacdo é potenciado. Essa tendéncia de agregacdo aumenta com a sua
concentragdo intracelular e envelhecimento celular e/ou cronoldgico devido a
modificacbes covalentes nas proteinas (promovidos por processos de oxidacdo, de
fosforilagdo e de clivagem proteolitica) e/ou reducdo da capacidade de eliminacéo de

proteinas desenroladas (Ross e Poirier, 2004, Surguchev e Surguchov, 2010).
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Na literatura, diversas proteinas (rodopsina, a-sinucleina, péptido R-amiloide e
proteinas pridnicas) tém sido associadas ao aparecimento e desenvolvimento de doencas
conformacionais. Estas proteinas estdo associadas a formacdo de 3 tipos de estruturas
patogénicas, i.e. agregados amorfos, fibrilas amiloides ou oligébmeros. A sua formacao
depende da sequéncia em aminoacidos, e pode ser potenciada pela presenca de
mutacbes e modificacBes pos-translacionais especificas, e/ou ambiente celular

(Surguchev e Surguchov, 2010).
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4. Defesa celular — Controlo de qualidade

O organismo humano esta dotado de numerosos mecanismos de controlo de
qualidade que visam a sua protecdo contra atividades celulares aberrantes. No caso das
proteinas, estes sistemas asseguram que apenas as proteinas enroladas de forma correta
e completa consigam atingir o seu local de acéo celular (Bernier et al., 2004). De fato, a
degradacdo proteica € um processo celular conservativo que permite a reciclagem dos
aminoacidos e que atua ap0s o acionamento do mecanismo de controlo de qualidade
proteico (Kon e Cuervo, 2010). O controlo de qualidade visa, assim, manter o equilibrio
entre a retencdo e degradacdo de produtos nocivos e a libertacdo de proteinas
biologicamente ativas (Sitia e Braakman, 2003), assegurando o correto funcionamento
do proteoma celular. Deste modo, a remocao e renovacao das proteinas desenroladas e
danificadas de forma atempada e eficiente sdo fundamentais para a manutencdo da

funcéo celular.

Tal como referido anteriormente, o RE proporciona um ambiente otimizado para o
enrolamento e maturagdo de proteinas (Ellgaard e Helenius, 2003). No entanto, a
producdo de proteinas andmalas € bastante comum, representando cerca de 80 % das
proteinas produzidas em condic¢des fisiologicas. Em resposta a um fluxo de proteinas
desenroladas, as células dos mamiferos possuem mecanismos de protecdo contra a
invasdo celular destas proteinas, i.e. um sofisticado controlo de qualidade de proteinas
que reconhece as estruturas desconfiguradas e potencialmente téxicas enquanto ainda
estd a decorrer a sua biossintese. Estes mecanismos sdo capazes de reparar a estrutura de
algumas proteinas, colocando-as na sua configuracdo ativa, ou assinalando-as de forma
a serem a encaminhadas para o complexo de protedlise celular (proteassoma) e,
subsequentemente, degradadas. Enquanto que a remocdo das proteinas danificadas €
realizada por sistemas proteoliticos, a reparacdo de proteinas desenroladas é mediada
por chaperones (Ellgaard e Helenius, 2003, Surguchev e Surguchov, 2010). Os
chaperones ligam-se as regibes da proteina propensa a agregacao, e.g. extensodes
hidrofobicas ou residuos de cisteina, provocando alteracdes na sequéncia anémala de

forma a induzir o enrolamento correto de proteinas. No caso de proteinas com
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conformacdo nao nativa, 0s chaperones tambeém interagem por ligagdes ndo covalentes
com as superficies hidrofdbicas das proteinas andmalas, estabilizando-as e favorecendo
a reversibilidade do processo de agregagdo, bem como facilitando a translocagéo da
proteina para a sua localizagdo intracelular correta. Se as multiplas tentativas de
correcdo de enrolamento falharem, os préximos passos de defesa sdo ativados para
proteger as células contra os efeitos da acumulacdo de proteinas desenroladas. Estas
proteinas anormais sdo conjugadas com a ubiquitina e direcionadas para 0s
proteassomas onde se da a protedlise. No caso das doencas conformacionais, este
processo esta total ou parcialmente bloqueado, o que leva a acumulacdo de proteinas
anomalas dentro e fora da célula e, subsequentemente, a formacéo de agregados, fibras,
placas ou “corpos” que podem tornar-se toxicos para a célula (Reiss et al., 2002).
Assim, o sistema ubiquitina-proteassoma representa um importante mecanismo de
controlo de qualidade que reconhece e degrada proteinas com estruturas andémalas
(Esser et al., 2004, Surguchev e Surguchov, 2010).

Com o envelhecimento (celular e cronoldgico), a possibilidade de acumulacéo de
agregados de proteinas desenroladas aumenta devido a acumulacdo de mutacdes,
agentes tdxicos (um exemplo ¢é a a-sinucleina que com o envelhecimento celular sofre
fosforilacdo levando aos fenémenos de misfolding e agregacdo, o que pode induzir o
surgimento de Parkinson) e/ou a inoperancia progressiva dos sistemas de controlo de
qualidade (Sitia e Braakman, 2003, S6ti e Csermely, 2007, Surguchev e Surguchov,
2010).

Os sistemas de controlo intracelular do enrolamento proteico e 0s mecanismos de
controlo de qualidade sdo parte de uma rede celular complexa conhecida por proteostase
i.e., homeostase proteica celular (estado dinamico de equilibrio no qual a sintese
proteica e o enrolamento séo equilibrados com a degradacéo). Esta rede compreende
mais de uma ddzia de vias biologicas que mantem o delicado balango entre a sintese
proteica, agregacdo, troca e degradacdo de proteinas, o qual é essencial ao correto

funcionamento da célula (Gidalevitz et al., 2010, Surguchev e Surguchov, 2010).
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4.1.Chaperones

Hartl et al. (2011) define chaperone molecular como qualquer proteina que
interage, estabiliza ou auxilia outra proteina a adquirir a sua conformacéo
funcionalmente ativa, sem estar presente na sua estrutura final. Estas moléculas, em
geral de baixo peso molecular, fazem parte de uma classe proteica que inclui uma
grande variedade de proteinas que se distinguem pelo seu mecanismo de acéo,
comportamento e necessidade de energia para o exercicio das suas fungdes (Slavotinek
e Biesecker, 2001, Stolz e Wolf, 2010). O mecanismo molecular de acdo dos

chaperones esta esquematizado na Figura 4.

9
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Chaperone Proteina inativa Agregado
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Chaperone + Proteina ativa

Figura 4. Mecanismo molecular de a¢do dos Chaperones [Adaptado de Kovacs et al.
(2009)].
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Como se pode verificar na Figura 4, a presenca de chaperones impede, por um
lado, a formagdo de proteinas inativas e consequente a agregacdo, e por outro lado
possibilita a reativacdo de proteinas inativas (Kovacs et al., 2009). Estas moléculas s&o
capazes de reconhecer as superficies hidrofobicas dos polipéptidos para evitar a sua
agregacdo, e de se ligarem a proteinas desconfiguradas com recurso a ATP para
remové-las do ambiente celular (Csermely et al., 2003, Slavotinek e Biesecker, 2001).
Um dos problemas que assiste ao processo de enrolamento de proteinas € o vasto leque
de possibilidades conformacionais que podem ser produzidas. Uma das funcdes dos
chaperones é a de interagir seletivamente com algumas sequéncias e elementos
estruturais proteicos, limitando as possibilidades conformacionais e favorecendo
algumas conformag0es particulares (Gidalevitz et al., 2013). De fato, a interagdo com
chaperones permite a proteina escapar de estados intermediarios ndo produtivos
estabilizados por interacbes ndo nativas (e.g. ligacbes de chaperones em ciclos
mediados por ATP, proteinas dissulfidicas isomerases com a¢fes semelhantes a enzimas

e proteinas propil isomerases) (Gidalevitz et al., 2013).

Os chaperones estdo presentes no RER em elevadas quantidades para supervisionar
0 processo de enrolamento de proteinas recentemente sintetizadas ou danificadas,
sequestrando as proteinas danificadas para serem enroladas novamente ou destruidas
(Ellgaard e Helenius, 2003). No caso de este processo falhar, as proteinas cujo
enrolamento é reconhecido como imprdprio ou incompleto sdo, normalmente, marcadas
para serem degradadas através da via ubiquitina-proteassoma (Bernier et al., 2004). Os
chaperones moleculares que estdo ligados aos ribossomas a aguardar pela nova cadeia
polipeptidica bloqueiam o enrolamento prematuro do segmento emergente do ribossoma
até que o resto da cadeia seja sintetizada. Os chaperones também assistem proteinas
intracelulares noutras situagdes. Os poros da mitocondria sdo demasiado pequenos para
acomodar proteinas globulares completamente enroladas. Por isso, as proteinas tém de
se desenrolar para passar e voltar a enrolar-se no lamen do organelo sob a assisténcia de
chaperones (Csermely et al., 2003). As moléculas chaperones também podem induzir a
destruicdo proteica. Em casos de danos proteicos massivos, em que o nivel de proteinas
a degradar excede a capacidade dos sistemas proteoliticos intracelulares, os chaperones

ajudam a promover a formacédo de corpos de inclusdo, 0s quais visam a segregacgéo de
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proteinas danificadas para posterior degradacédo pelas proteases do sistema lisosomal ou
do proteassoma extralisossomal (Csermely et al., 2003, Slavotinek e Biesecker, 2001).
Por norma, a degradacdo lisossomal ocorre pela via autofagica (Cuervo, 2010).

Existem vérias classes diferentes de chaperones definidos pelo tamanho molecular,
compartimento celular e funcdo. Os chaperones sdo classificados normalmente de
acordo com o seu peso molecular (HSP40, HSP60, HSP70, HSP90, HSP100 e pequenas
HSPs). Estes chaperones cooperam no processo de enrolamento de proteinas, estando
envolvidos em varias fun¢fes de manutencdo do proteoma, incluindo o enrolamento de
proteinas recém-sintetizadas ou pos-traducionalmente, o reenrolamento das proteinas
desnaturadas pelo stress, organizacdo oligomérica e a assisténcia na degradacdo
proteolitica (Slavotinek e Biesecker, 2001). Os chaperones que assistem ao processo de
enrolamento e reenrolamento proteico (HSP70s, HSP90s e HSP60s) reconhecem as
cadeias laterais de aminoacidos hidrofébicos expostas por proteinas ndo nativas e
cooperam funcionalmente com chaperones ATP independentes de forma a impedir o
fendmeno de agregacdo por tamponamento (em ambientes compostos por solucgdes
tampdo diluidas, as proteinas de maiores propor¢Ges demoram minutos a horas para se
enrolar, o que leva a que muitas vezes falhem a sua conformagéo nativa) (Hartl et al.,

2011). A Tabela 1 resume a funcdo associada a diferentes tipos de chaperones.
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Tabela 1: Analise funcional de alguns chaperones [Adaptado de Almeida et al. (2011) e
Horvath et al. (2008)].

Chaperone Fungéo

HSPA Enrolamento e desenrolamento de proteinas, providencia termotolerancia
celular, previne agregacéo de péptidos desenrolados

HSPB Bloqueia a agregacao proteica

HSP40 Suprime a agregacdo dos polipeptideos, promove o enrolamento
proteico, facilita a translocacdo das proteinas atraves de compartimentos
intracelulares e auxilia a secrecao proteica

HSP60 Liga polipéptidos parcialmente enrolados e assiste ao correto
enrolamento de proteinas

HSP70 Assiste a producdo de proteinas, detencdo de proteinas anomalas ou
misfolded

HSP90 Previne a agregacdo de péptidos re-enrolados, auxilia a correta
construcdo e enrolamento de proteinas recém-sintetizadas e realiza a
detencéo de proteinas anémalas

HSP100 Promove a solubilizacdo de agregados proteicos

HSP104, Providencia tolerancia a temperaturas extremas

HSP110

Os chaperones sao ativados pela via citosélica de stress ao choque térmico. Esta via

é mediada por fatores de transcricdo especificos, nomeadamente HSF-1 (heat shock

fator) que induz, quase instantaneamente a transcricdo de genes que codificam

chaperones (também conhecidos por proteinas heat shock) {Broadley e Hartl, 2009}.

Todas as células possuem uma extensa rede de chaperones que em conjunto promovem

a manutencdo da proteostase (sistema que assiste 0 enrolamento de proteinas e a

remocao de proteinas ndo nativas), minimizando a producéo de espécies proteicas com

enrolamento aberrante pois promovem o0 seu correto enrolamento ou, em alternativa, a
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sua degradacao prematura (Broadley e Hartl, 2009). As células requerem da acédo dos
chaperones moleculares ndo apenas a prevencdo da agregacdo das proteinas de
conformacdo ndo nativa durante o processo de sintese, como também para o
impedimento e/ou reversao de interacGes incorretas que ocorrem, sobretudo, quando o
ambiente celular estd sob stress. Essas interacdes podem originar a exposicdo das
superficies hidrofobicas que, normalmente, se encontram protegidas no interior e,
assim, provocar o desenrolamento de proteinas. A ligagdo da proteina a um chaperone
impede a agregacdo direta entre as moléculas atraves da protecdo das superficies
interativas nos polipéptidos ndo nativos, incluindo as de subunidades ndo montadas,
como também evita ou reverte o enrolamento inapropriado no ambiente celular. Outra
funcd@o conhecida destas estruturas € a de catalisar o processo de enrolamento proteico.
Assim, alguns chaperones envolvem total ou parcialmente a cadeia de polipéptidos para
as isolar do meio exterior e criar 0 ambiente ideal para que se atinja a sua conformacéo

nativa de forma rapida e sem interferéncias (Dobson e Karplus, 1999).

Os chaperones HSPs exercem o seu efeito fisioldgico a 2 niveis: (i) assistem a
formacdo de novas proteinas; e (ii) promovem a preservacao de estruturas ja existentes.
No entanto, as suas funcdes principais sdo evidenciadas em condigdes patoldgicas: (i)
promovem a retificacdo de estruturas de proteinas desnaturadas; e (ii) solubilizam os
agregados proteicos (Almeida et al., 2011, Powers et al., 2010). Os HSPs conseguem
formar complexos com co-chaperones que sdo proteinas de pequenas dimensdes que
detetam as proteinas-alvo e assumem o controlo dos ciclos de associacdo e dissocia¢do
de HSPs (Almeida et al., 2011).

As classes de chaperones que tém sido destacadas na literatura séo HSP60 (ou
chaperoninas), HSP70 e HSP90, pela importancia das fungdes que exercem e pela sua
prevaléncia no organismo (Almeida et al., 2011, Hartl et al., 2011). HSP60 sdo
responsaveis pelo enrolamento de proteinas com dimensdes até ~60 kDa. O processo de
enrolamento ocorre, normalmente, dentro do conglomerado da chaperonina conhecido
como camara de enrolamento (Almeida et al., 2011, Hartl et al., 2011). Chaperones
pertencentes a familia HSP70 s&o pecas centrais no controlo de formacao e enrolamento

de proteinas (Broadley e Hartl, 2009, Hartl et al., 2011). Mais concretamente, as
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HSP70s participam no enrolamento e construcdo de proteinas recém-sintetizadas, na
prevencdo de agregacao, na dissolugdo e re-enrolamento de proteinas agregadas assim
como na degradacdo proteica (Broadley e Hartl, 2009). Estudos experimentais
demonstram que, em modelos animais de doencas conformacionais, niveis mais
elevados de HSP70 séo eficazes na prevencédo da agregacao toxica de proteinas (Auluck
et al., 2002, Hartl et al., 2011). Por sua vez, HSP90 formam uma sec¢do que controla
numerosas vias de sinalizacdo em células eucariotas incluindo a progressédo do ciclo
celular, a manutencdo dos telomeros, a apoptose, a transducdo do sinal mitotico, o
transporte mediado por vesiculas, a imunidade inata e a degradacdo de proteinas

marcadas com ubiquitina (Hartl et al., 2011, Rutherford e Lindquist, 1998).
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4.2.Sistema Ubiquitina/Proteassoma

O sistema ubiquitina/proteassoma é conhecido como a via primaria de degradacao
de proteinas desenroladas no citoplasma, RE e nuacleo (Esser et al., 2004, Lindsten e
Dantuma, 2003, Niu et al., 2011). O proteassoma é um complexo proteolitico que
consiste num nucleo catalitico (proteassoma 26 S) de 28 subunidades, organizadas sob a
forma de anéis, que formam um cilindro oco sempre que ocorre a protedlise (Betarbet et
al., 2005). Este complexo encontra-se presente no citoplasma, nas regides perinucleares
e no ndcleo de todas as células eucariotas. A sua funcdo consiste na degradacdo de
proteinas deformadas previamente marcadas pela ubiquitina (Ande et al., 2009, Betarbet
et al., 2005, del Pozo e Estelle, 1999, Lindsten e Dantuma, 2003, Niu et al., 2011). O

mecanismo de degradacdo proteassomal esta esquematizado na Figura 5.
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Figura 5: Via Ubiquitina-proteossoma [Adaptado de Murton et al. (2008)].
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Como se pode verificar na Figura 5, a degradacao da proteina € iniciada com a sua
conjugacdo com a ubiquitina. Este processo é dependente de energia (ATP) e envolve 3
enzimas: ativacdo dependente de ATP dos mondmeros de ubiquitina mediada pela
enzima ativadora ubiquitina (E1), transporte da ubiquitina ativada com a enzima
conjugada (E2), e transferéncia da ubiquitina ativada para o substrato proteico e ligacdo
pela ubiquitina ligase (E3). As proteinas anormais ubiquitinadas, i.e., cinco moléculas
de ubiquitina ligadas a proteina andmala, sdo reconhecidas pelo proteassoma, o qual
remove a ubiquitina e digere a proteina em péptidos. Os péptidos sdo degradados em
aminoéacidos pelas peptidases, no citoplasma, ou usados como antigénios de membrana
indicadores de disfuncdo celular (Ande et al., 2009, del Pozo e Estelle, 1999, Lindsten e
Dantuma, 2003, Niu et al., 2011). No entanto, as proteinas de conformacdo anormal
encontradas nas doencas conformacionais sdo resistentes ao processo de protedlise,
mesmo quando sdo ubiquitinadas, acumulando-se dentro e fora das células sob a forma
de agregados, fibras, placas e “corpos”, os quais sdo toxicos para o ambiente celular

e/ou desprovidos de qualquer funcéo bioldgica (Reiss et al., 2002).
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5. Patologias conformacionais

Nos Ultimos anos tem-se observado um crescente interesse sobre as consequéncias
celulares do fenomeno de agregacdo de proteinas aberrantes em virtude da sua
associacdo a doencas especificas (Carrell, 2005). De facto, estudos desenvolvidos ao
longo da década de 90 nas areas da biologia estrutural e medicina convergiram para um
conjunto de patologias conhecidas por doengas conformacionais (Carrell e Gooptu,
1998).

O interesse estrutural deste grupo de doengas deve-se ao fato destas surgirem a
partir de uma proteina de conformacdo aberrante que se acumula, de forma tdxica, em
células ou tecidos (Bernier et al., 2004, Carrell e Gooptu, 1998, Reiss et al., 2000). A
apresentacdo clinica destas doencas conformacionais reflete o seu mecanismo
molecular, que se inicia de forma particularmente lenta e insidiosa, acompanhando o
processo de transicdo da proteina normal (Carrell e Gooptu, 1998). A ocorréncia e a
persisténcia destas anomalias na formacdo de proteinas tendem a ser minimizadas por
meio de diferentes estratégias inerentes ao funcionamento normal das células. No
entanto, estes acontecimentos nédo sao totalmente evitados. Os erros de enrolamento que
ocorrem durante a formacdo de proteinas estdo, normalmente, ligados a eventos que
expdem regides previamente escondidas dotadas de capacidade de estabelecer ligacdes
indesejadas, resultando na formacdo de estruturas proteicas insoliveis andémalas. O
efeito citotdxico é exercido por estes agregados que se acumulam progressivamente no

ambiente celular.

As doencas conformacionais sdo, assim, caracterizadas pela reducdo do nivel de
proteina nativa e pelo aumento do nivel de proteina alterada conformacionalmente,
originando a sua aglomeracéo e deposicdo em tecidos (Carrell e Gooptu, 1998, Sandefur
e Schnell, 2011). Estd descrito na literatura que proteinas andmalas possuem a
capacidade de interagir com isémeros espectadores. As proteinas espectadoras sdo
aquelas que, na auséncia de proteinas anémalas, sdo encaminhadas para as suas vias
fisioloégicas normais, suscitando a formacdo de fenotipos com anomalias de
enrolamento. O grupo de proteinas espectadoras € composto por isomeros desenrolados
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e por proteinas nativas (enroladas) que, na presenca de proteinas misfolded sofrem um
enrolamento andmalo, o que ndo sé reduz os niveis de proteinas nativas, como também
aumenta o fendmeno de agregacdo de proteinas sempre que existe o contacto destas

com proteinas andmalas (Gidalevitz et al., 2006, Sandefur e Schnell, 2011).

Os erros de enrolamento podem ser causados pelo stress celular, assim como por
mutacdes hereditarias ou esporadicas que originam alteracdes no trafego intracelular de
proteinas e que, por isso, afetam de uma forma indireta a funcdo dessas proteinas
(Bernier et al.,, 2004). Assim, as doengas conformacionais sdo classificadas em
esporédicas (85%), hereditarias (10%) ou encefalopatias espongiformes transmissiveis
(5%) (Chiti e Dobson, 2006, Dobson, 2003). Nos tecidos afetados encontram-se fibrilas
semelhantes a cordas, em alguns casos agrupadas em placas, com um componente
proteico predominante caracteristico de cada doenca (Dobson, 2003, Gidalevitz et al.,
2010). Em muitos casos, estes agregados estdo associados ao desenvolvimento de
patologias degenerativas com grande impacto em faixas etarias mais avancadas
(Invernizzi et al., 2012). Neste grupo encontram-se as doencas associadas a formacao de
fibrilas amiloides ou inclusdes extracelulares com caracteristicas amiloides, onde se
enquadram doengas como Alzheimer, Parkinson, Huntington, ou proteinas prionicas no
caso da encefalopatia espongiforme transmissivel de Creutzfeldt-Jakob, nas quais se
observa a acumulacdo de proteinas especificas (Bernier et al., 2004, Chiti e Dobson,
2006, Esser et al., 2004, Guidolin et al., 2012, Reiss et al., 2000, Surguchev e
Surguchov, 2010). Os depdsitos proteicos podem ocorrer de forma intracelular e
extracelular. Os depdsitos extracelulares normalmente consistem em fibrilas amiloides e
estdo presentes em doencas como diabetes tipo Il ou doenca de Alzheimer. Por sua vez
0s depositos proteicos intracelulares (corpos inclusos ou agregados) podem ser
ordenados em estruturas amiloides, fibrilas ndo amiloides, ou agregados amorfos ou
desordenados (Gidalevitz et al., 2010). Baseado no tipo de tecido em que se observa a
acumulacdo em proteinas, as patologias sdo categorizadas em neurodegenerativas se a
agregacao ocorre no cérebro, amiloidoses ndo neuropaticas localizadas se a agregacéo
ocorre num unico tipo de tecido que ndo o cérebro, e amiloidoses ndo neuropaticas

sistémicas em que a agregacdo ocorre em multiplos tecidos.
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A doenca de Alzheimer é um tipo de deméncia caracteristica de uma faixa etaria
mais elevada e que é acompanhada de perda de memdria progressiva, a qual tem
impacto na realizagdo de tarefas e na capacidade de comunicagéo e reconhecimento de
pessoas e objetos. Nesta doenca é observada degeneracdo dos neurdnios, assim como
alteracdo das sinapses e das ligacGes neuronais. Esta doenca envolve dois tipos de
agregacao protéica importante, i.e., (i) agregados extracelulares conhecidos como placas
neuriticas cujo principal componente é o péptido R-amildide, derivado de processos
proteoliticos dos precursores das proteinas amiloides ou (ii) agregados intracelulares de
proteina Tau associados aos microtubulos, conhecidos por emaranhados neurofibrilares
(Ross e Poirier, 2004). Nesta doenca encontram-se filamentos helicoidais emparelhados
que sdo uma forma andémala da proteina Tau (Weaver et al., 2000). Esta proteina é
codificada pelo gene humano MAPT (microtuble-associated protein tau) através de
splicing alternativo. Mutacdes neste gene estdo associadas a deméncia frontotemporal
com parkinsonismo presumivelmente por afetarem o a ligacdo da proteina a tubulina
(Hyman et al., 2005). Nesta doenca, a alteragdo fisiopatoldgica principal consiste na
segmentacdo de péptidos B-amiloides de 42 amino&cidos de uma proteina percursora de
membrana. Os péptidos R-amiloides formam fibrilas, e apesar destas eventualmente se
agregarem como placas amiloides no cérebro, sdo as préprias fibrilas que serdo

neurotoxicas (Carrell e Lomas, 1997).

A doenca de Parkinson é caracterizada clinicamente por tremor constante, rigidez e
lentiddo de movimentos. Esta € causada pela degeneracdo dos neurdnios
dopaminérgicos na substancia nigra no cérebro central e outros neurdnios
monoaminérgicos do tronco cerebral (Ross e Poirier, 2004). Esta degeneragdo pode ser
resultado de disfuncdo mitocondrial, stress oxidativo, inflamagdo ou acumulacdo de
proteinas alteradas (Dexter e Jenner, 2013). Uma das caracteristicas ¢ a deposi¢do da a-
-sinucleina, uma proteina pré sinaptica de 140 aminoacidos encontrada nas inclusfes de

varias doengas neurologicas (Invernizzi et al., 2012, Ross e Poirier, 2004).

A doenca de Huntington é uma desordem neurodegenerativa progressiva causada
pela expansdo de sequéncias repetidas GAG que codificam para a glutamina, criando

uma extensao de poliglutaminas no terminal-N da proteina huntingtin. Os agregados de
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huntingtin sdo marcados com ubiquitina para degradacdo pelo proteassoma. Com o
aumento de proteina andmala, o proteassoma tem dificuldade em digerir este tipo de

proteinas, o que leva a sua acumulagéo (Ross e Poirier, 2004).

As doencas prionicas sdo consideradas um paradigma das doengas conformacionais
em virtude do seu mecanismo molecular (Carrell e Lomas, 1997). Doencas prionicas
sdo doencas neurodegenerativas causadas por prides (proteinas modificadas causadoras
de doencas neurodegenerativas e que apresentam resisténcia a acdo das proteases). Estas
doengas sdo, geralmente, adquiridas tanto por transmissdo ambiental como por
mutacdes genéticas. A via ambiental inclui a ingestdo de particulas prionicas derivadas
de cérebros infetados ou implantes cirdrgicos de instrumentos contaminados. A doenca
pridnica pode também ser causada por mutacdes no gene priénico, levando a alteracdes
na proteina priodnica. A patologia pode incluir placas amiloides, semelhantes com as
observadas na doenca de Alzheimer, que podem ser identificadas através da sua
marcacdo com anticorpos prionicos. Assim, esta doenca é resultado do enrolamento
anormal de proteinas pridnicas cuja agregacdo pode ocorrer tanto ao nivel intracelular

como extracelular (Ross e Poirier, 2004).
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6. Terapia mediada por Chaperones

Os chaperones farmacoldgicos sdo pequenas moléculas capazes de se ligar a
proteinas anomalas no RE facilitando o seu enrolamento de forma eficiente,
estabilizando-as e prevenindo a sua detecdo e degradacdo pelo sistema de controlo de
qualidade (Bendikov-Bar et al., 2013, Zimran et al., 2013). A terapia mediada por
chaperones farmacol6gicos representa uma estratégia terapéutica emergente para muitas

doencas conformacionais, tal como a seguir é apresentado e discutido.

Doencas degenerativas do sistema nervoso central, possuem uma elevada taxa de
morbilidade e de mortalidade assim como uma significante limitacéo terapéutica. Como
ja foi referido, diversas patologias sdo causadas por mutacfes missense que originam
misfolding e perda de fungdo da proteina respetiva. Este é um aspeto comum das
doencas neurodegenerativas i.e. um mecanismo de dano proteico, fruto de uma
maquinaria de controlo de qualidade insuficiente. A descoberta de chaperones
moleculares e o seu papel evidente no controlo de qualidade do ambiente celular
representa, atualmente, uma opc¢éo terapéutica para muitas patologias (Almeida et al.,
2011, Powers et al., 2010).

O fundamento do tratamento por chaperones consiste na possibilidade de
manipulacdo da maquinaria de controlo de qualidade celular e, subsequentemente, no
ganho de funcdo da proteina afetada. A primeira evidéncia de que seria possivel
manipular os sistemas de controlo de qualidade resultou de estudos desenvolvidos sobre
reguladores de condutancia transmembranar da fibrose cistica (RTFC). Mutagdes neste
canal de cloreto levam ao desenvolvimento de uma doenca hereditaria monogénica
conhecida por fibrose cistica. Esta doenga é caracterizada pela incapacidade das células
epiteliais conseguirem segregar cloreto (responsavel pela producdo do muco espesso e
viscoso) causando obstrucdes funcionais graves dos pulmdes e do pancreas. Uma dessas
mutacdes é a delecdo in-frame do residuo 508 de fenilalanina (conhecida por DF508)
que esta localizado no terceiro ciclo do canal. Esta mutacéo é encontrada em 90% dos
doentes afetados com fibrose cistica. A proteina mutada misfolded fica retida no RE e é
degradada prematuramente pelo sistema ubiquitina-proteassoma. A observacao de que a
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reducdo da temperatura de crescimento de celulas que expressam DF508 originaria o
aumento da quantidade de canais funcionais presentes na superficie celular, sugeriu que
0 abrandamento do processo de enrolamento deveria permitir que uma maior proporgao
de proteinas mutantes adotasse uma conformacdo nativa e, desse modo, escapassem ao
controlo de qualidade do RE, alcancando o seu local de acdo apropriado como canais
funcionais (Bernier et al., 2004, Kreindler, 2010).

Presentemente existem estudos que demonstram que este tipo de terapia pode ser
aplicado ndo so a proteinas solGveis mas também a proteinas de membrana. Entre as
mutacdes que ocorrem naturalmente em transportadores ATP-dependentes (i.e.
Transportadores de cobre ATPase tipo-P), algumas podem originar a retencdo desta
proteina no RE, impedindo o seu trafego entre 0 CG e a membrana plasmaética. Doentes
com este tipo de mutagdes apresentam défices no transporte de cobre que se traduzem
em alteracbes no tecido conetivo, degeneracdo neuronal, atraso mental, tremores,
osteoporose e hipopigmentacao, um padrdo clinico conhecido por doenca de Menke.
Em células que expressam a mutacdo G1019D associada a doenca de Menke, a
suplementacdo com cobre permite que o transportador seja libertado do RE para o CG,
onde é processado antes de atingir membrana plasmatica, sugerindo que o cobre atua

como chaperone farmacolégico (Bernier et al., 2004).

Estudos clinicos e experimentais sobre a inducdo da familia de chaperones HSP70
demonstraram beneficios potenciais no tratamento de doencas neurodegenerativas, onde
ha& escassez de alternativas. Doengas como Hungtington, Parkinson e Alzheimer sdo
caracterizadas por alteragGes celulares progressivas que levam a agregacao de proteinas
desnaturadas. A inducdo dos chaperones HSP 70 pode prevenir a progressao destas
condicBes ou, pelo menos, diminuir os sintomas através da protecdo e estabilizagdo
estrutural de proteinas. Em concordancia com esta possibilidade estdo os bons
resultados obtidos em modelos experimentais da atrofia espinobulbar muscular tratada
com o indutor HSP geranilgeranilcetona, assim como com o 17AAG, inibidor do
HSP90 (Almeida et al., 2011).

As doencas lisossomais de sobrecarga também podem beneficiar da terapia por

chaperones. A doenga de Gaucher (doenca autossémica recessiva) é caracterizada pela
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acumulacdo da glucosilceramida em lisossomas devido a mutacdo no gene GBAL, que
codifica a hidrolase lisossomal (3-glucocerebrosidase (Gcase) (Bendikov-Bar et al.,
2013). As moléculas de GCase sao sintetizadas em polirribossomas ligados a RE donde
sdo translocadas para o lumen do RE, onde sofrem modificacdes e enrolamento antes de
serem transferidas para o CG e deste para os lisossomas. Moléculas mutantes de GCase
caracterizadas por falhas no enrolamento sdo degradadas prematuramente no
proteassoma. Estdo descritos Vvarios chaperones moleculares que promovem
eficazmente o correto enrolamento de moléculas GCase mutantes no RE, facilitando o
seu transporte para os lisossomas. Entre estes chaperones moleculares encontra-se o
ambroxol, um conhecido expetorante capaz de aumentar a fracdo lisossomal e a
atividade enziméatica de GCase mutantes em fibroblastos da pele de doentes com a
forma ndo neuropética e com a forma neuropética aguda da doenca de Gaucher,

conhecidas por formas tipo 1 e tipo 2, respetivamente (Bendikov-Bar et al., 2013).

Outro caso de doenca lisossomal é a doenca de Fabry (doenca ligada ao
cromossoma X) que ¢ causada por mutagdes no gene que codifica para a a-galactosidase
A, originando a acumulac&o lisossomal do substrato natural globotriaosilceramida numa
variedade de 6rgdos e células de vasos sanguineos ao longo de todo corpo (Khanna et
al., 2013, Shin et al., 2007). Esta doenca apresenta um quadro clinico de dor,
angioqueratomas, doenca cardiaca, AVC, insuficiéncia renal progressiva, hipoidrose, e
possivel morte por faléncia renal crénica (Shin et al., 2007). Para o tratamento desta
doenca € usada uma estratégia semelhante a descrita para a doenca de Gaucher (terapia
de substituicdo enzimatica, e.g. a-gal A) e que resulta na estabilizacdo das enzimas
recém-sintetizadas permitindo o seu transito apropriado para o lisossoma (Schiffmann et
al., 2001, Shin et al., 2007).

O stress oxidativo responsavel por diversas doengas, em particular as doencas
degenerativas associadas ao envelhecimento, também poderd beneficiar deste tipo de
abordagem terapéutica mediada por chaperones. Um exemplo é o HSP70 que
demonstrou capacidade de protecdo da atividade elétrica estriatal em amostras de
cérebro de modelos murinos de stress oxidativo de doengas como a de Huntington e de

Parkinson. Uma hipotese para a explicacdo desta observacdo podera estar relacionada
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com a preservacao funcional da mitocondria (Almeida et al., 2011). De um modo geral,
os chaperones apresentam efeitos benéficos no sistema nervoso central pelo que a sua
aplicacdo em tratamentos levam & neuroregeneragdo e aumento da sobrevivéncia dos
neuronios. De facto, estd documentado a reducdo significativa de AVCs e a melhoria da
funcdo sensoriomotora em ratinhos submetidos a isquemia cerebral e posteriormente

sujeitos ao tratamento com HSP70 recombinante (Almeida et al., 2011).

Em concluséo, existe atualmente uma ampla evidéncia de que a utilizacdo de
chaperones farmacoldgicos constitui uma alternativa viavel para tratar doencas de
etiologia diversa mas com uma causa comum i.e., a presenga de proteinas misfolded.
Adicionalmente, sabe-se, hoje, que as doengas 6rfas (doencas que afetam percentagens
muito pequenas da populacdo, nomeadamente ~ 6 a 10 % da populacdo Europeia e dos
Estados Unidos em conjunto), e.g, a doenca de Huntington, fibrose cistica e alguns
casos raros de cancro (como os sarcomas) (Lunn e Stockwell, 2005), podem ser tratadas
por chaperones farmacologicos, como ja foi referido, o que faz com que estes se

encontrem incluidos no grupo restrito das orphan drugs.

Paralelamente a abordagem terapéutica baseada na sobreexpressdo ou
administracdo de chaperones, o contrario também pode ter importancia terapéutica,
como acontece no cancro. A denominacao “cancro” ¢ usada em mais de 100 doencas
diferentes cujo principal sintoma é o rapido crescimento celular que leva a destruicéo de
células e tecidos saudaveis, e que pode atacar qualquer érgdo ou tecido além do foco
priméario (Tabaei e Sohrabi, 2013). Em Portugal é reconhecido o impacto social da
doenca oncoldgica dado que representa a segunda causa de morte. Na verdade, a sua
crescente morbilidade e mortalidade fazem aumentar os custos econdmico-sociais
envolvidos na sua prevencéo, tratamento e reabilitacdo (Silveira et al., 2012). E, por
isso, de grande importancia a identificacdo de novos farmaco que apresentem maior
eficacia e menor toxicidade do que os agentes ja existentes (Workman, 2004). Dado
que, em muitos casos, o desenvolvimento das células tumorais estd fortemente
associado a heranca genética de cada individuo (Tabaei e Sohrabi, 2013), a identificacdo
da combinacdo genética associada ao aparecimento e progressdo destas doencas

permitird, no futuro, o desenvolvimento de farmacos mais personalizados (Workman,
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2004). Uma abordagem interessante na terapéutica tumoral envolve o desenvolvimento
de inibidores dos chaperones moleculares HSP90 e HSP70 (Goloudina et al., 2012,
Workman, 2004). Como j& foi mencionado, o HSP90 é necessério para o enrolamento
correto, estabilidade e funcionalidade de varias proteinas, incluindo proteinas mutadas
expressas em maiores quantidades em células tumorais. Nesse sentido, os inibidores da
HSP90 representam potenciais alvos terapéuticos (Workman, 2004). No caso da HSP70,
estas moléculas encontram-se acumuladas em células submetidas a stress para promover
a sua sobrevivéncia em condicGes adversas. De facto, ao contrario das células normais,
as células tumorais expressam grandes quantidades de HSP70 para as tornar resistentes
nos diferentes estagios da tumorogénese e durante os tratamentos oncologicos, o que
torna interessante o uso de inibidores destes chaperones para combater estas doencas
(Ding et al., 2013, Goloudina et al., 2012). Estudos desenvolvidos recentemente
sugerem que a terapia combinada de HSP90 com HSP70 podera representar uma
abordagem mais eficaz no tratamento oncoldgico (Goloudina et al., 2012). No entanto, é
de referir que o objetivo deste trabalho ndo se encontra no aprofundamento deste tema,
razdo pela qual este ndo serd explorado com maior detalhe, tendo sido mencionado

apenas como um bom exemplo da potencialidade futura da terapia por chaperones.
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7. Métodos usados para o desenvolvimento de fArmacos proteicos

Ao longo deste trabalho de revisdo foi evidenciado o importante papel que as
proteinas chaperone desempenham na fisiopatologia e no tratamento de doencas
conformacionais. Paralelamente, os avancos tecnoldgicos na area biofarmacéutica e a
expectativa de identificacdo de novos farmacos proteicos tem impulsionado a
otimizagdo de metodologias ja existentes bem como a investigacdo de novas
metodologias para o desenvolvimento de formulacdes proteicas (Capelle et al., 2007).
Porém, a formulacdo de farmacos proteicos € um processo dificil e moroso,
principalmente pela complexidade da estrutura proteica e pela necessidade de
preservacdo de propriedades fisico-quimicas especificas. Por isso, cada formulacéo
proteica implica um desenvolvimento cuidadoso e personalizado (Capelle e Arvinte,
2008). Uma das preocupacdes reside, precisamente, na estabilidade da formulacao
proteica, a qual dever4 manter-se com a sua conformacédo ativa durante muito anos e
mesmo em condicOes desfavoraveis de transporte e de armazenamento. Presentemente,
a combinacdo 6tima de excipientes pode ser encontrada pela aplicacdo do modelo high
throughput screening (HTS), cuja plataforma foi concebida para permitir a identificacéo

de potenciai farmaco a partir da validacdo do conhecimento fisiopatolégico (Figura 6).
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Figura 6: Modelo para a identificacdo de potenciais farmacos a partir de uma
abordagem fisiopatoldgica [Adaptado de Capelle e Arvinte (2008)].

Uma plataforma HTS estd otimizada para o procedimento de preparacdo e da
andlise das amostras (Capelle et al., 2007). Os métodos HTS na formulacéo de farmacos
proteicos oferecem algumas vantagens, e.g.: (i) minimizam a quantidade de proteina

necessaria; (ii) simplificam a forma de escolha do ensaio correto e dos consumiveis; (iii)
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permitem a preparacdo da formulagdo com auxilio de uma biblioteca de excipientes; (iv)
possibilidade de integracdo de mudltiplas técnicas num sistema completamente
automatizado; (v) avaliacdo e processamento continuo de dados, e (vi) flexibilidade em
desenhar novas experiéncias (Capelle e Arvinte, 2008). As vantagens que este método
apresenta fazem com que ele seja considerado um bom aliado para a pesquisa de novos

farmacos proteicos.
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Capitulo 111 - Concluséo
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Ao longo desta tese foi explorada a importancia das proteinas chaperones para o
bom funcionamento do organismo. Além de fazerem parte da base estrutural dos seres
vivos, estas estruturas também integram o processo de sinalizacdo celular que é
fundamental para uma adequada comunicacéo celular e, consequentemente, para 0 bom
funcionamento de qualquer organismo vivo. Esta diversidade funcional implica a
existéncia de uma maquinaria molecular e celular sofisticadas para assistir e regular a
producéo de proteinas e, ainda, um rigoroso controlo de qualidade que evite a formagéo
de proteinas andmalas. De fato, nos casos em que o processo de controlo de qualidade
ndo funciona adequadamente ou o seu nivel de acdo € insuficiente para a quantidade de
proteina produzida, observa-se o fendbmeno de acumulacdo e agregacdo de proteinas
misfolded no organismo. A inexisténcia de uma correcdo atempada deste processo
origina, a longo prazo, o aparecimento de doengas conformacionais, como o caso das
doencas amiloides que, na maior parte dos casos, condicionam dramaticamente a
qualidade de vida desses doentes podendo, mesmo, levar a morte prematura de
individuos depois da meia-idade. Por estas razdes, tem havido um interesse crescente na
procura de estratégias terapéuticas eficazes para as doencas conformacionais. Nesse
sentido, o tratamento com chaperones farmacoldgicos pode ser preventivo, ao reduzir o
stress oxidativo que € um agente causador comum a estas doencas, ou curativo, seja
pela aplicacdo/administracdo de chaperones farmacoldgicos ou pelo meio de indugédo de
producdo destes chaperones pelo préprio organismo. De fato, ao longo desta Gltima
década os resultados publicados na literatura sdo demonstrativos da enorme
potencialidade dos chaperones para o tratamento destas doencas. No entanto, ainda
existe um longo caminho para percorrer até que seja identificado um farmaco que
consiga devolver a estes doentes a qualidade de vida que eles merecem, fato que torna
fundamental a continuidade da investigagcéo sobre chaperones, desde a elucidagéo do

seu funcionamento a sua aplicacéo farmacologica.
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