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RESUMO

As células de todos os seres vivos desenvolveram um número apreciável de estratégias para
responderem a alterações adversas do meio. Um destes mecanismos de protecção é a chamada
resposta ao choque térmico ou resposta ao stress, caracterizada pela expressãq~ápida de um gru
po de proteínas - proteínas do choque térmico (hsp) ou proteínas do stress — após aumento súbito
da temperatura óptima para o crescimento celular ou sujeição a grande variedade de outros estí
mulos agressores: a) ambientais: exposição a metais pesados, a alcoóis, a inibidores do metabolis
mo energético, a análogos de aminoácidos; b) estados de doença: isquemia, lesão oxidativa, infec
ções, perturbações imunitárias e cancro. Por outro lado, algumas hsp são sintetizadas em
condições fisiológicas e pensa-se que têm um papel importante na maturação proteica e no desen
volvimento e diferenciação celulares. O conhecimento deste tipo de resposta ao stress é ainda
incompleto mas a sua aplicação médica na isquemia, em certas doenças infecciosas e imunitári
as, no cancro - está claramente delineada no horizonte.

SUMMARY

Stress Proteins

Celis from ali organisms have developed a remarkable number of strategies to deal with
adverse changes ii7 their environment. One of these protective mechanisms is the heat shock res
ponse, or stress response, caracterized by the extremely rapid increased expression of a selected
group of proteins - the heat shock proteins (hsp) - afler a sudden increase in the normal celiular
growth temperature. The sarne response takes place when cells are subjected to a wide variety of
other stressors: a) environmental assaults: exposure to heavy metais, alcohols, inhibitors ofenergy
metabolism, aminoacid analogues; b) states of disease: ischemia, oxidative injury, infectious dise
ases, immunity disorders and malignancy. On the other hand, some hsp are believed to play an
important role in protein maturation steps and in celiular development and differentiation. The
understanding of stress response is stili incomplete but the prornise of its medical applications for
fighting against ischemia, infection, immunity diseases and cancer is cleariy on the horizon.

INTRODUÇÃO

O reconhecimento da existência das inicialmente
designadas proteínas do choque térmico (hsp) e a pro
gressiva elucidação da regulação da sua produção e das
suas funções têm vindo a colmatar algumas lacunas no
conhecimento do normal funcionamento das células bem
como da resposta celular a diversos estímulos agressores.

Por outro lado, surgiram dados que permitem admitir a
relevância da resposta ao stress e das proteínas que lhe
estão associadas para o reconhecimento da agressão celu
lar, para a compreensão de elos das cadeias patogénicas de
diversas doenças e para eventual intervenção terapêutica.

Apresenta-se, de seguida, uma breve revisão sobre este
tema que não se pretendeu exaustiva nem de detalhada aná
lise crítica mas que teve como principal objectivo chamar a
atenção para esta área actual da investigação biomédica.

Recebido para publicação: 3 de Setembro de 1993

PROTEÍNAS DO STRESS - CARACTERIZAÇÃO,
SÍNTESE E FUNÇÕES

Em 1962, Ritossa observou que os cromossomas das
células das glândulas salivares da Drosophila, quando
expostos a temperaturas ligeiramente acima da tempera
tura óptima para o crescimento e desenvolvimento nor
mal da mosca, apresentavam um novo padrão. Isto é,
algumas regiões ao longo dos cromossomas alargavam
(puffing). Esta modificação era observada logo no pri
meiro ou segundo minuto após o aumento da temperatura
e progredia até aos 30 ou 40 minutos1.

Em 1974, Tissières, baseando-se nas observações de
Ritossa, demonstrou que as alterações cromossómicas
induzidas pelo calor eram acompanhadas por aumento da
expressão de um grupo de proteínas que designou por
proteínas do choque térmico (hsp); as alterações cromos-

711



PAULO M. FILIPE et ai

sómicas representavam regiões no DNA onde moléculas
específicas de RNAm eram sintetizadas; estas moléculas
de RNAm codificavam informação genética para a síntese
de hsp2. Até finais da década de 70, verificou-se que esta
resposta era conservada filogeneticamente. Estudos poste
riores mostraram que o mesmo tipo de resposta ocorre
quando as células são sujeitas a uma grande variedade de
agressões ambientais, nomeadamente quando expostas a
metais pesados, a alcoóis, a inibidores do metabolismo
energético, a análogos de aminoácidos, a fármacos usados
em quimioterapia, a infecções virais, a radicais livres de
oxigénio; mas também se verifica em diversas situações de
doença: na febre, na resposta inflamatória, na isquemia, na
hipertrofia de determinados órgãos, na lesão oxidativa, na
carcinogénese36. Todos estes diferentes estímulos desen
cadeiam o mesmo mecanismo de defesa celular, que pas
sou a designar-se resposta celular ao stress e as proteínas
expressas como consequência desta resposta chamam-se
proteínas do stress (fig. 1).

Com o conhecimento mais profundo da estrutura e das
funções destas proteínas, verificou-se que eram mais do
que meras proteínas defensivas. Com efeito, participam
em processos metabólicos essenciais, nomeadamente na
síntese e na aglomeração proteicas e intervêm na regula
ção do crescimento e da diferenciação celulares7-14.

Na sequência dos estudos, foram clonados os genes
que codificam as proteínas do stress. E mais, verificou-se
que bactérias com mutações nestes genes apresentavam
alterações na síntese do DNA e do RNA e perdiam a
capacidade de se dividirem normalmente e de degrada
rem proteínas adequadamente. Estes mutantes não resis
tiam, também, a temperaturas elevadas’5-19. Os genes que
codificam as proteínas do stress são estruturalmente
semelhantes em todos os seres vivos, assim como as pro
teínas que codificam. A conservação e a ubiquidade des
tas proteínas durante a evolução atestam o seu papel
essencial em todos os seres vivos. Os primeiros estudos
com células animais em cultura revelaram que quando
eram expostas a temperatura elevada, não letal, durante
um breve período de tempo, suficiente para aumentar a
síntese de proteínas do stress, tomavam-se mais resisten

tes a uma segunda elevação da temperatura, que seria
letal se não tivessem sido previamente sensibilizadas20.
Por outro lado, estas células termo-tolerantes eram tam
bém mais resistentes a outros estímulos agressores21.

Podemos dividir as proteínas do stress em dois grandes
grupos: as que têm papel fisiológico e as que são induzi
das apenas em condições de stress. Por outro lado, as
proteínas do stress são, também, classificadas de acordo
com as suas funções e com o seu peso molecular, em
famílias: ubiquitina, 60 kDa, 70 kDa e 90 kDa22.

Após estas considerações debruçemo-nos sobre o modo
de actuação das proteínas do stress. Em 1980, Hightower
observou que muitos dos estímulos agressores que desenca
deavam a resposta ao stress eram capazes de desnaturar pro
teínas com perda da sua função. Este facto permitiu postular
que a acumulação de proteínas desnaturadas desencadeava a
resposta celular ao stress. As proteínas do stress poderiam
facilitar a identificação e a p terior remoção das proteínas
desnaturadas das células agredidas23. Mais tarde, esta hipó
tese foi confirmada usando células em cultura que eram
injectadas com proteínas desnaturadas e células em que era
feita a transfecção de genes que codificavam proteínas anor
mais. Estes estímulos desencadeavam uma resposta idêntica
ao stress24

A indução da transcrição dos genes das proteínas do
stress é mediada por um promotor altamente conservado ao
longo da evolução das espécies, que é uma sequência cis
reguladora conhecida por elemento do choque térmico. Esta
sequência foi encontrada em associação com todos os genes
que codificam as proteínas do stress. O elemento do choque
térmico é a região onde se vão ligar proteínas com função
de factores de transcrição (HSTF)3’4’25.

O elemento do choque térmico é muito sensível à
DNAaseI, mas durante a activação dos genes das proteínas
do stress toma-se resistente a esta nuclease. Este fenómeno
deve-se à ligação de proteínas ao elemento do choque térmi
co, que o protegem da digestão enzimática26.

A activação dos genes das proteínas do stress veio con
firmar o papel supressor das histonas na regulação gené
tica. Com efeito, no decurso da activação da transcrição
dos genes das proteínas do stress há depleção de várias
histonas. Com a perda das histonas, que são decisivas
para a formação dos nucleossomas, a cadeia de DNA tor
na-se acessível aos factores de transcrição e à RNA poli
merase, sendo estas etapas decisivas para a transcrição27.

Por outro lado, as hsp têm uma semi-vida curta. Elas não
são degradadas pelos sistemas enzimáticos habituais, mas
sofrem um processo de auto-degradação espontânea28-32.

A maior parte das proteínas do stress induzidas por um
golpe de calor sub-letal pertencem à família de 70 kDa35.
Após choque térmico, observa-se grande aumento na con
centração de proteínas de 70 kDa no nucléolo33. E neste
organelo celular que são produzidos os ribossomas respon
sáveis pela síntese proteica. Por outro lado, sabe-se que após
stress térmico é inibida a síntese de ribossomas. Uma das
funções das proteínas de 70 kDa no nucléolo poderia ser a
de reconhecer as proteínas desnaturadas dos ribossomas e
promover o restabelecimento da sua conformação normal.

Uma das proteínas de 70 kDa é idêntica à BiP (immu
noglobulin binding protein)3437. Esta proteína está

PROTEÍNAS DO CHOQUE TÉRMICO
hsp
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Fig. 1 — Alguns estímulos indutores da síntese de proteínas do
stress ou do choque térmico (hsp). HSTF —heat shock trans
cription factor (ver texto).
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envolvida na preparação de imunoglobulinas e de outras
proteínas para serem segregadas pelas células. A BiP
liga-se às novas proteínas sintetizadas durante o seu pro
cessamento até se tomarem proteínas na forma confor
macional madura. Se o enrolamento ou a associação das
proteínas são alterados, a BiP liga-se a estas e poderão
ser eventualmente degradadas36’37. Em condições de
stress, em que há excesso de proteínas desnaturadas ou
com conformação alterada, as células sintetizam mais
BiP. A BiP parece actuar como controlador de qualidade
da síntese proteica, permitindo a secreção de proteínas
com estrutura normal e induzindo a degradação das pro
teínas que têm alterações conformacionais. De igual
modo, a ubiquitina, um polipéptido de 8,6 kDa, participa
na degradação não lisossómica dependente do ATP28’38.

Todas as proteínas de 70 kDa têm afinidade para o
ATP e estão presentes em condições fisiológicas nas
células39. Contudo, a sua concentração aumenta em
situações de stress. No citoplasma, as proteínas de 70
kDa ligam-se transitoriamente com proteínas que estão a
ser sintetizadas nos ribossomas. Este processo é depen
dente do ATP’2’40. Contudo, em condições de stress, as
proteínas apresentam alterações maturativas e a ligação
de proteínas de 70 kDa a estas é estável36’37.

Georgopoulos verificou que mutações nos genes de
duas proteínas do stress - a gro EL e gro ES - nas bactéri
as impedem o crescimento de pequenos fagos, processo
dependente dos mecanismos celulares. Na ausência de
gro EL ou de gro ES funcionais, várias proteínas virais
sofrem alterações de maturação41’42. Nas células animais,
há proteínas de 10 kDa e 60 kDa semelhantes a gro EL e
gro ES’2. Estas proteínas são essenciais para o enrola
mento e para a maturação proteicas. As moléculas de 60
kDa intervêm no processamento das cadeias polipeptídi
cas para a estrutura terciária. Este processo é dependente
de energia e da participação de proteínas de 10 kDa’2.
Através de múltiplas etapas de ligação e separação destas
proteínas, a cadeia polipeptídica vai adquirindo a estrutu
ra terciária. Por conseguinte, quer as proteínas de 60 kDa
quer as de 10 kDa funcionam conjuntamente na matura
ção proteica’2. A medida que uma cadeia polipeptídica
emerge do ribossoma liga-se a uma proteína de 70 kDa
no citoplasma ou dentro dum organito celular. Esta liga
ção impede o enrolamento precoce da cadeia polipeptídi
ca. Quando a síntese está completada, o novo polipéptido
ligado à proteína de 70 kDa é transferido para uma molé
cula de 60 kDa e é então iniciado o enrolamento e a
maturação proteicas. Estes processos ocorrem com uma
velocidade e precisão consideráveis’2’40.

Em situações de stress formam-se ligações estáveis entre
proteínas desnaturadas e proteínas do stress de 60 e 70 kDa,
baixando as concentrações destas proteínas na forma livre.
Esta redução é detectada pela célula, que responde com o
aumento da síntese de mais proteínas do stress. Este aumen
to é necessário para a substituição das proteínas alteradas e,
também, para o processamento e maturação de novas pro
teínas constitutivas e funcionais de que a célula necessita
para substituir as proteínas lesadas5’6.

Uma outra família de proteínas do stress é a de 90
kDa. Estas proteínas participam na oncogénese viral. No

sarcoma de Rous é produzida uma proteína, a pp6O src,
por um gene de origem viral. Esta enzima actua noutras
proteínas que regulam o crescimento celular. Logo após
a sua síntese no citoplasma, a pp6O src liga-se rapida
mente a duas proteínas: à p50 e a uma proteína de 90
kDa. Quando a pp6O src está ligada no citoplasma a estas
duas proteínas, permanece inactiva. A medida que o
complexo formado pelas três proteínas se dirige para a
membrana celular, as proteínas associadas à pp6O src
separam-se desta. Já na membrana celular, a pp6O src
torna-se activa43-45. Outras enzimas que intervêm na
oncogénese viral interactuam com proteínas de 90 kDa e
com a p50 de modo semelhante46’47.

Outra função das proteínas de 90 kDa nas células dos
mamíferos é a de regularem a resposta às hormonas este
róides. Estas proteínas do stress ajudam a manter os
receptores das hormonas esteróides na forma inactiva
quando a eles estão lig das. Na presença de hormonas
esteróides, estas proteínas separam-se dos receptores dos
esteróides e o complexo hormona-receptor adquire a for
ma activa que, interagindo com o DNA, inicia a expres
são de genes para determinadas proteínas.

PROTEÍNAS DO STRESS EM MEDICINA

Lesão de Isquemia-Reperfusão — Há evidência da
participação de proteínas do stress em determinadas situ
ações patológicas. Na isquemia, o aporte sanguíneo ao
orgão em causa é temporariamente comprometido. Na
ausência de oxigénio, o orgão é incapaz de manter os
níveis adequados de ATP necessários para os processos
metabólicos. Durante a reperfusão, o orgão é rapidamen
te reoxigenado. Nesta etapa, há formação de formas reac
tivas de oxigénio, que podem agravar a lesão. Em mode
los animais de isquemia-reperfusão do miocárdio foi
observada a síntese de proteínas do stress48. Este facto
poderá constituir um marcador da intensidade de lesão
do orgão-alvo com utilidade clínica. Também em cultu
ras de células se verificou que as células que sintetizam
mais proteínas do stress parecem estar mais aptas a resis
tir a situações de isquemia49. Estudos com animais reve
laram que, após um breve período de isquemia do mio
cárdio, há indução da síntese de proteínas do stress de 70
kDa48. Por outro lado, verificou-se que este pré-condicio
namento do miocárdio o protegia temporariamente de
posteriores episódios de isquemia ~ Dados recentes
sugerem que este fenómeno também ocorre no homem.
Resta saber se as proteínas do stress estão ou não impli
cadas no pré-condicionamento.

A catalase é também uma proteína do stress. Com efei
to, Currie et ai. demonstraram um aumento de actividade
da catalase no coração do rato após curtos periodos de
isquemia-reperfusão51.

Doenças Infecciosas — Certas bactérias e parasitas,
responsáveis por doenças como a tuberculose, a lepra, a
filaríase, a shistosomíase, a malária, sintetizam proteínas
do stress quando infectam o hospedeiro6’5256. A infecção
de células de um organismo por agentes intracelulares
pode desencadear a indução da síntese de proteínas do
stress na célula infectada. Algumas destas proteínas são
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encaminhadas para a membrana celular, onde são apre
sentadas às células T52’53. Por outro lado, os próprios
agentes intracelulares podem sintetizar e libertar proteí
nas do stress, idênticas às do hospedeiro, que funcionari
am como determinantes antigénicos54. As proteínas do
stress destes agentes, obtidas por recombinação genética,
poderão ser utilizadas em vacinas para a prevenção de
determinadas infecções54.

Doenças de Imunidade — Em determinadas doenças
auto-imunes, em que há formação de anticorpos contra
certos constituintes, como no lupus eritematoso sistémi
co, na artrite reumatóide e na espondilite anquilosante,
há formação de anticorpos contra proteínas do stress do
indivíduo, que funcionam, assim, como antigénios.

A artrite adjuvante do rato, doença que é o paradigma da
artrite reumatóide, pode ser induzida com uma única injec
ção intradérmica de bacilos da tuberculose, inactivados pelo
calor, na presença do adjuvante de Freund. Como em todas
as doenças auto-imunes, há participação de linfócitos T. O
antigénio da micobactéria que é reconhecido pelas células T
é uma proteína do stress de 65 kDa. O antigénio do hospe
deiro, que seria alvo de uma reacção imunitária cruzada,
poderá ser uma proteína da sinovial com uma sequência
semelhante à da proteína de 65 kDa58.

No lupus eritematoso sistémico foram observados
auto-anticorpos contra determinadas proteínas do stress
de 90 kDa, 70 kDa e contra a ubiquitina. Contudo, está
ainda por esclarecer se estes achados têm relevância clí
nica58’59.

Na diabetes tipo 1 também foi observada a existência
de auto-anticorpos contra proteínas do stress. Em ratos
diabéticos não obesos, foram identificadas uma proteína
do stress de 65 kDa e uma proteína de 64 kDa que
podem funcionar como antigénios, provavelmente cor
respondentes às existentes na diabetes tipo 1 humana60.
Em 1991, Elias et ai. produziram uma vacina, a partir de
um epítopo de uma hsp humana de 65 kDa, que foi usada
na prevenção da diabetes auto-imune no rato61. Estes fac
tos poderão ser úteis no diagnóstico e, talvez, na terapêu
tica deste grupo de doenças.

Cancro — Algumas linhas celulares tumorais apresentam
maior expressão de proteínas do stress do que as células
normais 62~ Como dissemos acima, certas proteínas de 90
kDa intervêm na carcinogénese induzida por vfrus.

Por outro lado, sabe-se que algumas células neoplásicas
são mais termo-sensíveis que as células normais63,M. Estes
factos poderão ser aplicados à terapêutica, nomeadamente
através do uso de temperaturas elevadas para eliminar as
células tumorais. Contudo, a resposta celular ao stress, pelo
uso de terapêuticas anti-neoplásicas, poderá tomar as célu
las neoplásicas mais resistentes a subsequentes tratamentos,
o que é um obstáculo a ter em conta65.

DISCUSSÃO

As proteínas do stress começaram por ser meras curio
sidades bioquímicas. Hoje, constituem uma das áreas
mais promissoras de investigação biomédica.

Na lesão de isquemia-reperfusão poderão ser particu
larmente relevantes, nomeadamente na preservação de

orgãos para transplante e provavelmente na protecção de
orgãos que sofreram períodos de isquemia-reperfusão,
sobretudo do miocárdio e do sistema nervoso central.

Uma outra área particularmente promissora será a aplica
ção da resposta do stress às doenças infecciosas e imunitári
as. Na realidade, a infecção por agentes microbianos e para
sitários desencadeia a síntese de proteínas do stress, quer
por estes agentes quer pelas células do hospedeiro, que seri
am alvo de uma resposta imunitária cruzada. A administra
ção de vacinas — preparadas com algumas proteínas do
stress, semelhantes às sintetizadas pelos agentes infecciosos

com fins terapêuticos está a ser ensaiada.
O cancro é também uma das áreas da investigação nes

te campo. Atendendo ao facto de alguns tumores serem
mais termo-sensíveis que os tecidos normais, a elevação
da temperatura tecidual, para irradicar tumores, poderá
ser uma atitude terapêutica a conjugar com outras medi
das convencionais.

Finalmente, o estudo da resposta ao stress é um novo
método utilizável em toxicologia para despiste da toxicida
de de novos fármacos, cosméticos e aditivos alimentares6.
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