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RESUMO: Todas as células possuem mecanismos especificos para defender-se das agressdes e condigdes
estressantes impostas pelo ambiente. As proteinas de choque térmico (Hsp), além de auxiliar na sintese e
dobramento de diversas outras proteinas em condi¢cfes normais, representam um dos mecanismos mais
conservados ativado em respostas a diversos tipos de estresse. Neste contexto, esta revisdo aborda aspectos
relacionados a descoberta e estrutura das proteinas Hsp, com destaque para a atuacdo da familia Hsp70 na
resposta celular ao estresse, interacdo com as vias apoptoticas, bem como a influéncia da criopreservacao sobre a
expressao destas proteinas.

Palavras-Chave: Apoptose, criopreservagéo, chaperona

ABSTRACT: All cells have specific mechanisms to defend itself from aggression and stressful conditions
imposed by the environment. The heat shock proteins (Hsp), besides aiding in the synthesis and folding of
several other normally represent one of the most conserved mechanisms activated in response to various types of
stress. In this context, this review discusses aspects related to the discovery and structure of Hsp proteins,
highlighting the role of Hsp70 in the cellular response to stress, interaction with apoptotic pathways, as well as
the influence of cryopreservation on the expression of these proteins.
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INTRODUCAO verificado que se trata ndo s6 de um componente
critico de um mecanismo de defesa complexo e
Os organismos vivos, independente do reino, sdo altamente conservado, como também desempenha
constantemente submetidos a diversas situacdes papel fundamental tanto durante a sintese,
estressantes e respondem a esses estimulos por montagem, dobramento e degradacdo de proteinas,
meio de alteragdes no metabolismo celular, quanto na preservagdo da sobrevivéncia celular sob
ativando seus mecanismos de defesa. A primeira condi¢cBes ambientais adversas (GUPTA et al.,
resposta de um organismo a qualquer estresse 2007).
ambiental acontece bioquimicamente, a qual subjaz
todos os efeitos de maior nivel organizacional. A Em condigbes adversas, como por exemplo, o
resposta ao estresse compreende a atuacdo de aumento de temperatura, estresse osmético ou
proteinas denominadas proteinas de choque térmico oxidativo, os niveis de Hsp sdo aumentados,
(Hsp — Heat Shock Proteins), sendo esta uma das auxiliando, desta forma, a sintese e maturacdo de
respostas  primarias de  protecdo  celular novas proteinas que irdo substituir aquelas afetadas
(LINDQUIST & GRAIG, 1988). As Hsp fazem pelo estresse metabodlico (BUKAU & HORWICH,
parte da grande familia das proteinas conhecidas 1998). As Hsp também fornecem subsidio as
como chaperonas moleculares, assim chamadas por células para identificar e facilitar o redobramento
possuir a capacidade de interagir de forma de proteinas danificadas ou destina-las a um
reversivel com outras proteinas, auxiliando na sistema proteolitico adequado, facilitando a
formacéo, dobramento e transporte trans-membrana eliminacdo de proteinas cujos danos ndo sao
(KARP, 2005). Inicialmente as Hsp foram passiveis de restauracdo (MEYER & BUKAU,
identificadas como proteinas induzidas pelo 2005). O aumento de Hsp nas células lesadas, além
estresse térmico (RITOSSA, 1962), contudo foi de auxiliar no reparo de proteinas, apresenta um
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importante papel na manutengdo da viabilidade uma
vez que inibe a apoptose. Ja foi demonstrado que as
Hsp70 interagem diretamente com elementos da via
apoptotica, seja ela intrinseca ou extrinseca,
inibindo a cascata de eventos que culminam com a
morte celular (MOSSER et al., 1997). Dentre os
genes da familia de resposta ao choque térmico, o0
HSP70 é um dos genes altamente conservados e o
primeiro a ser induzido em resposta a diversos
fatores estressantes (MUKHOPADHYAY et al.,
2003). Diante da grande relevancia da atuacéo desta
familia de proteinas sobre o metabolismo celular,
bem como a atuacdo peculiar em condicBes
adversas, o presente trabalho tem por objetivo
relatar a estrutura das proteinas Hsp70, e
contextualizar sua atuagdo na resposta ao estresse e
influéncia na apoptose, a qual é uma forma de
morte celular extremamente comum e indispensavel
para o desenvolvimento apropriado e para a
homeostase do tecido em todos os organismos
multicelulares.

Descoberta das proteinas de choque térmico

Na década de 60 em um estudo com glandulas
salivares de Drosophila melanogaster, foi
demonstrado que o estresse térmico ou quimico
induzia a expressao de genes quiescentes, levando a
célula estressada a produzir uma grande quantidade
de uma determinada classe de proteinas com peso
molecular de 70 kD (RITOSSA, 1962). Doze anos
depois Tissiere et al. (1974), utilizando 0 mesmo
tipo celular para o estudo do estresse térmico,
avaliaram a relacdo entre a sintese protéica e a
presenca de  “puffs”  cromossémico, que
representam regides do cromossomo em que ha
ativacdo génica com intensa producdo de RNA.
Estes autores também encontraram um elevado
nivel das mesmas proteinas especificas relatadas
por Ritossa (1962) e denominaram-nas de Heat
Shock Proteins (Hsp), ou proteinas do choque
térmico. Posteriormente, verificou-se que o
aumento da sintese de Hsp70 ndo ocorre
unicamente em funcdo do aumento de temperatura,
podendo estar relacionada também a resposta a
isquemia, presenca de metais pesados (SOMERO,
1995); tolerancia a endotoxina (CHI & MESTRIL,
1996) e a radiacdo ultravioleta (SIMON et al.,
1995); tumorigenicidade (JAATTELA, 1995);
proliferacdo celular (FEDER et al., 1992);
resisténcia a apoptose (WYATT et al. 1996);
processos patolégicos como infecgBes virais,
bacterianas e parasitarias, bem como doengas auto-
imunes e venenos metabolicos, que de alguma
forma resultem no comprometimento da fungéo das
proteinas (WELCH, 1992). No entanto, apesar de
diversos fatores induzirem o aumento de Hsp70, a
distribuicdo intracelular desta proteina é diferente
dependendo do tipo de estresse. Essa translocacéo
diferencial em resposta a cada tipo de agressao
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sofrida sugere uma distingdo na atuacio da Hsp70
frente as diversas condigbes  estressantes
(DASTOOR & DREUER, 2000).

As Hsp sdo encontradas desde seres procariotos
(bactérias e Archaea) até os eucariotos (desde
leveduras até primatas), sendo um indicio da vital
importancia biol6gica desta classe proteica. Seu
alto grau de conservacdo sugere o desempenho de
um papel essencial no processo celular (KREGEL,
2002), uma vez que proteinas envolvidas em
processos metabolicos vitais geralmente apresentam
poucas mutagdes ao longo da evolugdo das espécies
(HARTL, 2007).

As Hsp podem ser agrupadas em seis familias:
pequenas Hsp, Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90 e
Hspl100, de acordo com suas sequéncias de
aminoacidos e com seus pesos moleculares (em
kD), determinados pelo método SDS-PAGE
(FULLER et al.,, 1994). Em cada familia ha
diferentes proteinas, como por exemplo, Hsp72 e
Hsp73 no grupo Hsp70, que apesar de possuirem
pesos moleculares similares, tem padrées de
inducéo e expressdo distintos. A familia Hsp70 é a
mais conservada filogeneticamente, sendo de
fundamental importancia para o dobramento de
proteinas nas células (WYNN et al., 1994). Além
disso, é conhecida como a proteina com maior
atuacdo em resposta ao estresse celular, sendo
utilizada em muitos estudos como indicadora de
estresse (TIRELLI et al., 2005; STINSHOFF et al.,
2009; TARUTHUM et al, 2010; COLE &
MEYERS, 2011; MONZO et al., 2012).

Familia das proteinas Hsp70

As Hsp70 compbem uma grande familia de
proteinas comumente associadas ao inicio e duracéo
da tolerancia a temperatura. Essas proteinas atuam
na montagem, transporte e regulacdo da atividade
de proteinas através de sua interagdo com 0s
segmentos peptidicos hidrofébicos das proteinas
num processo regulado por ATP (MEYER &
BUKAU, 2005). Os quatro  principais
representantes da familia Hsp70 sdo: i) Hsp72; ii)
Hsp73; iii) Grp 78 kD e iv) Grp 75 kD. A Hsp73 é
expressa constitutivamente em todas as células e
esta presente tanto no ndcleo como no citoplasma
celular (BECKMANN et al., 1990). J& a Hsp72 é o
principal membro da familia expresso em resposta
ao estresse, sendo verificado um aumento
significativo dos seus niveis até seis horas apds a
exposicdo ao fator estressante (OGATA et al.,
2009). A Grp 78 kD (proteinas reguladas por
glicose), também denominada de BiP (Binding
immunoglobulin protein) ou HSPAS, localiza-se no
limen do reticulo endoplasmaético, desempenhando
papel fundamental na translocacdo proteica. Por
outro lado, a Grp 75 kD (HSPA9 ou PBP74) é
encontrada no interior das mitocondrias e além de
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atuar na resposta ao estresse, participa em outros
processos celulares importantes como o controle de
diferenciagdo celular, proliferacdo e tumorigénese
(WADHWA et al., 2002).

Outros membros da familia Hsp70 ja foram
identificados e investigados. O  Mortalin
(Mortalin/mthsp70/PBP74/Grp75), um membro da
familia Hsp70, foi identificado pela primeira vez na
fracdo citoplasmatica de fibroblastos normais de
camundongos CD1-ICR (WADHWA et al., 1993) e
posteriormente indicado sua localizagéo prioritaria
em mitocondrias e no reticulo endoplasmatico
(RAN et al., 2000). Embora os aspectos funcionais
da mortalin ainda ndo sejam elucidados, essa
proteina parece desempenhar um papel central na
regulacdo do ciclo celular, além de atuar na
tumorigénese por interacdo com a proteina p53,
influenciando sua translocacdo celular (Yi et al.,
2008). Recentemente, foi demonstrado em peixe
zebra que a HspAl2B, um membro distante da
familia Hsp70 que possui um dominio ATPase
atipico (HAN et al., 2003), desempenha um papel
crucial no desenvolvimento de células endoteliais e
na angiogénese in vivo e in vitro, influenciando os
niveis de fosforilacdo da proteina quinase B (Akt),
um dos eventos chave na transducdo de diversos
sinais angiogénicos (HU et al., 2006).

Sitiode ligacaodo ATP

Estrutura geral

A Hsp70 é composta por um dominio ATPase e um
dominio de ligagdo ao substrato (Figura 1). O
dominio de ligacdo ao substrato de 25 kD (SBD)
localiza-se na regido C-terminal, cujo acesso ao
substrato é controlado por uma tampa C-terminal
que expde o sitio de ligacdo aos peptideos. Através
de uma ligacdo hidrofdbica flexivel o dominio SBD
¢ unido ao dominio N-terminal com atividade
ATPase (NBD) (KAMPINGA & CRAIG, 2010). O
estado do nucleotideo (ATP ou ADP) ligado ao
dominio NBD estéo associados com a afinidade de
ligacdo do dominio SBD, desta forma, a regulagéo
alostérica deste sitio, bem como a interagdo com
proteinas auxiliares (co-chaperonas) e fatores de
troca de nucleotideos (NEF) dependem da
conformacdo do sitio NBD (JIANG et al., 2007;
VOS et al, 2008). No entanto, estudos mais
recentes avaliando a estrutura do NBD de diversos
membros da familia Hsp70 demonstraram que este
dominio é altamente conservado e que tem pouca
contribuigdo na especificidade das proteinas, sendo
este papel desempenhado pelo sitio SBD e por
proteinas acessérias (WISNIEWSKA et al., 2010).

Sitiode ligacao ao peptideo

Ligacao hidrofobica

Dominio ATPase
(NBD)

Dominio de ligacdo a peptideos

(SDB)

Figura 1 - Estrutura da Hsp70 com dominio de ligacdo ao substrato (SDB) e dominio ATPase (NBD) ligados
por uma sequéncia hidrofébica (KAMPINGA & CRAIG, 2010).

O dominio SBD ¢ responsavel pela ligagdo ao
substrato, também denominado de proteina cliente,
portanto interagindo de forma reversivel com outras
proteinas ou cadeias polipeptidicas recém-
sintetizadas. Dessa forma, as Hsp em células
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submetidas a condicBes adversas evitam que
proteinas  desnaturadas  formem  agregados
citoplasmaticos que ponham em risco a integridade
estrutural da célula; guiando a renaturacdo de
proteinas e, quando isso ndo for possivel,
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conduzindo as proteinas desnaturadas a degradagdo
pelos proteossomos. Além disto, esta capacidade de
interacdo com outras proteinas permite que as Hsp
inibam diretamente a atividade de mediadores da
via apoptética, tanto intrinseca quanto extrinseca,
prevenindo o0 desencadeamento da apoptose
(BEERE et al., 2000).

Mecanismo de ativacdo génica para producéo de
Hsp70

As proteinas Hsp70 sdo codificadas por uma
familia multigénica altamente conservada. Em
plantas, cerca de 12 a 14 genes codificam proteinas
Hsp70, cujo sequenciamento demonstra haver
quatro subgrupos com distribuicdo intracelular
distinta: citosol, reticulo endoplasmatico, plastos e
mitocondrias (SUNG et al, 2001). Com o
sequenciamento do genoma humano, verificou-se a
existtncia de 47 sequéncias de  Hsp70
(BROCCHIERI et al., 2008) nesta espécie. Porém
30 destas sequéncias sdo ditas como pseudogenes,
ou seja, ndo resultam na producdo de proteinas.
Portanto, pelo menos 17 genes distintos localizados
em varios cromossomos sdo traduzidos nas diversas
isoformas  destas proteinas (KABANI &
MARTINEAU, 2008). Acredita-se que nas demais
espécies, embora ndo haja um levantamento exato
da quantidade, também estejam presentes diversos
genes codantes ou codificantes em varios
Cromossomos.

A ativacdo dos genes codificantes das Hsp requer
um controle por parte de proteinas transregulatérias
denominadas fator de choque térmico (Hsf), cuja
ativacdo e translocagdo sdo responsaveis pelo
reconhecimento do elemento de choque térmico
(Hse). O Hsf esta presente normalmente na célula
na forma de um mondmero inativo. Em resposta ao
acumulo de proteinas incorretamente dobradas em
funcdo de algum tipo de estresse, ocorre uma rapida
trimerizacdo dos mondmeros Hsf (SANTORO,
2000). Esse trimero formado é translocado para o
nacleo, onde é capaz de reconhecer e ligar-se
imediatamente a uma sequéncia de nucleotideos
especifica, o Hse, que estid localizada na regido
promotora dos genes que codificam as Hsp,
resultando desta forma, num alto nivel de
transcri¢do dos genes do choque térmico (Figura 2).

A estrutura da Hsf foi elucidada por cristalografia,
primeiramente no fungo Kluyveromyces lactis
(DAMBERG et al.,, 1994). Atualmente, ja sdo
conhecidas pelo menos cinco isoformas da Hsf,
contudo, estudos demonstraram que a atuagdo
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destas Hsf se da por meio de alguns elementos
funcionais, que sdo conservados na sequéncia
proteica independente da isoforma (HUBL et al.,
1994; TORRES & BONNER, 1995). Dentre estes
elementos podemos destacar o dominio de ligacao
ao DNA (DBD do inglés DNA binding) com cerca
de 90 residuos e responsavel pelo reconhecimento
de uma sequéncia especifica de nucleotideos (Hse)
na regido promotora do gene HSP70 (NIETO-
SOTELO et al., 1990), a regido regulatéria (RR),
que promove a trimerizacdo do Hsf (BONNER et
al., 1992) e a regido amino-terminal AR1,
responsavel pela ativagdo transcricional de genes
que possuem o Hse (BULMAN et al., 2001).

Participacio da Hsp70 na resposta ao estresse e
na apoptose

O elevado nivel de Hsp em células submetidas ao
estresse, além de orientar o dobramento de
proteinas recém-sintetizadas, atuam na renaturacao
de proteinas danificadas (MEYER & BUKAU,
2005). O mecanismo de reparo proteico promovido
pela Hsp70 envolve ciclos de dobramento, similar
ao que ocorre em cadeias peptidicas recém-
sintetizadas, sendo imprescindivel para o
restabelecimento da homeostasia celular. Ademais,
a Hsp70 apresenta um importante papel na
manutencdo da viabilidade uma vez que inibe a
apoptose (MOSSER et al., 1997) como mostrado
nos topicos a seguir.

Reparo de proteinas lesadas

As proteinas representam 0 componente mais
abundante nas células e mais diversificado quanto a
forma e funclo. Essas macromoléculas como sdo
conhecidas, desempenham as mais variadas
fungdes, como, por exemplo, participam desde a
organizacdo estrutural, formando o esqueleto
celular, até os processos metabdlicos vitais. Nesse
contexto, a manutencdo e/ou recuperacdo da
estrutura proteica € de suma importancia para
garantir a sobrevivéncia celular sob condigdes
adversas. Na resposta ao estresse celular, as Hsp70
influenciam o dobramento de proteinas, orientando
a renaturacgdo e prevenindo a agregagdo proteica por
meio da interacdo com as partes hidrofébicas
expostas da proteina alvo ou cliente. Este
mecanismo de dobramento é realizado em ciclos de
ligagdo e liberagdo do substrato, que sdo acelerados
pela hidrélise do ATP e modulados por co-
chaperonas que interagem com Hsp70 e regulam a
atividade da ATPase (MOSSER & MORIMOQOTO,
2004).
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a trimerizacéo do Hsf, que uma vez ativo liga-se ao Hse na regido promotora do gene HSP70 e induz a producéo

da proteina Hsp70.

O mecanismo de atuagdo da Hsp70 no
“dobramento” de proteinas envolve a co-chaperona
Hsp40 (também conhecida por proteina J) e o fator
de troca de nucleotideos (NEF) (BUKAU et al.,
2006). Inicialmente, a Hsp40 liga-se ao substrato,
em seguida, o complexo Hsp40-substrato interage
com o dominio de ligacdo de peptideos da Hsp70.
Esta interacdo s6 é permitida quando o dominio
ATPase da Hsp70 encontra-se ligado a uma
molécula de ATP. A ligagdo do substrato em
conjunto com Hsp40 estimula a hidrélise do ATP,
causando uma alteracdo conformacional na parte
helicoidal ao longo da fenda do sitio de ligacéo,
com consequente dobramento do substrato. A
hidrélise do ATP e alteragio na estrutura
conformacional, reduz a afinidade de ligacdo com a
Hsp40, fazendo com que essa proteinase desligue
do complexo. Posteriormente, o NEF liga-se a
Hsp70 auxiliando na substituicdo da molécula de
ADP formada por uma molécula de ATP. Apds a
ligagdo Hsp70-ATP o substrato é liberado, caso a
conformacéo nativa da proteina ndo seja alcangada,
a Hsp40 religa-se as regides hidrofobicas expostas
dando inicio a um novo ciclo de dobramento, até
gque a estrutura proteica esteja completamente
recuperada (KAMPINGA & CRAIG, 2010).
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Interacao da Hsp70 com as vias apoptdticas

Paradoxalmente, as células acometidas por algum
tipo de dano podem seguir em caminhos opostos:
respondendo ao estresse amenizando novos danos e
facilitando a recuperacdo com a finalidade de
manter a sobrevivéncia celular, ou sinalizando para
a apoptose, uma forma de morte celular
programada, que remove as células lesadas sem
desencadear um processo inflamatério (FERREIRA
et al., 2004). A interacdo entre estas duas vias é
determinante para as consequéncias biolégicas do
estresse sofrido. O avango no conhecimento sobre
as vias apoptoticas fornece subsidio para examinar
como a Hsp70 pode conferir suas propriedades
citoprotetoras. Estudos tém demonstrado que o
mecanismo de protecdo das Hsp vai além da funcéo
de chaperonas moleculares, tendo a capacidade de
modular a susceptibilidade das células a estimulos
nocivos por interagdo com elementos diretamente
envolvidos na via apoptotica (BEERE et al., 2000).

O processo de apoptose pode ser desencadeado por
duas vias distintas, ou seja, a via intrinseca e a
extrinseca. A via intrinseca é caracterizada pelo
aumento da permeabilidade da membrana externa
das mitocdndrias com consequente liberacdo de
fatores pro-apoptoéticos, dentre eles o citocromo ¢ e
o fator indutor de apoptose (AIF — apoptosis
inducing factor) (YANG et al., 1997). Uma vez no
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citosol, o citocromo c liga-se ao fator ativador da
protease apoptotical(Apaf-1). O Apaf-1 ativado
recruta e ativa moléculas de pro-caspase 9 (caspase
iniciadora), formando um complexo proteico
denominado, apoptossoma. O apoptossoma por sua
vez, atua clivando a pro-caspase 3 (caspase
efetora), tornando-a apta a exercer sua atividade
proteolitica culminando na apoptose (BEERE,
2004).

A via extrinseca por outro lado, é iniciada pela
interacdo de determinados ligantes aos receptores
de morte na superficie celular. Estes receptores
pertencem a familia dos receptores do Fator de

Necrose Tumoral (TNF), contendo um dominio
citoplasmatico (necrose death domain — DD) que
tem um papel de extrema importdncia na
transmissdo do sinal, desencadeando uma série de
eventos que resulta na cascata de ativagdo de
enzimas pré-apoptoticas. Dentre estes eventos esta
0 processamento da pré-caspase 8 em sua forma
ativa. A caspase 8 ativa atua na clivagem da
proteina tBid na forma ativa Bid, esta por sua vez
atua sobre a mitocondria estimulando a liberacdo de
fatores apoptéticos. Além disto, o dominio DD esta
envolvido na ativagdo de outras proteinas
sinalizadoras como a ASK | e JNK (Figura 3 -
BEERE, 2004).

Figura 3: Representacdo esquematica das vias apoptdticas extrinseca (linha pontilhada) e intrinseca (linha
continua), demonstrando os diferentes pontos em que a Hsp70 atua para inibir o desencadeamento da apoptose.

A super expressdao de Hsp70 pode prevenir a
apoptose induzida pelo estresse, atravées da inibi¢do
do processamento das pro-caspases 9 e 3
(MOSSER et al., 1997). Estudos mais recentes
comprovaram que a super expressdo da HSP70
também atua na via apoptética intrinseca por meio
da prevengdo da perda do potencial da membrana
mitocondrial externa, o que impede a liberacdo de
citocromo ¢ e do AIF a partir da mitocondria
(CREAGH et al., 2000). Ja foi comprovado que a
Hsp70 atua na via extrinseca da apoptose, inibindo
a ativacdo de moléculas sinalizadoras secundérias
como a proteina Bip e a JNK (c-Jun NH2-terminal
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protein kinase), que estdo envolvidas na cascata
desencadeada pela ativacdo dos receptores de morte
presentes na membrana celular (TOURNIER et al.,
2000). Além disto, a Hsp 70 em associa¢do com co-
chaperonas Hsp40 pode interferir no balanco de
proteinas pré (Bax, Bad, Bid) e anti apoptoticas
(Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1, Al). Na via intrinseca da
apoptose, a proteina apoptdtica Bax forma poros na
membrana mitocondrial externa, permitindo a
liberacdo de elementos da cascata da apoptose.
Comprovadamente, a translocacdo da proteina
apoptética Bax, para a membrana mitocondrial é
inibida pela Hsp70, consequentemente a apoptose é
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prevenida (GOTOH et al., 2004). A avaliacdo da
morte celular programada em células embrionarias
em desenvolvimento revelou que os niveis de
Hsp70 estdo diretamente correlacionados com a
apoptose, sendo acometida prioritariamente células
com menores niveis de Hsp70 (DE LA ROSA et
al., 1998), o que sugere um papel importante desta
proteina durante a embriogénese.

A promocao da sobrevivéncia pela Hsp70 tem sido
atribuida a sua capacidade de inibir o
desencadeamento da apoptose em resposta a varios
estimulos, incluindo calor, danos a molécula de
DNA e ativagdo de receptores especificos de morte
(BEERE, 2004). Embora ndo seja bem elucidado, é
possivel que estas proteinas estejam envolvidas na
criotolerdncia ou sobrevivéncia de células
submetidas aos procedimentos de criopreservacao.

Expressdo de Hsp70 em gametas
criopreservados

No sistema reprodutivo, a Hsp 70 é citada como
uma das familias de Hsp mais importantes (NEUER
et al., 2000), estando envolvida em processos desde
a formacdo dos gametas até a fertilizacdo,

desenvolvimento ~ embrionario e  gestagdo
(MARIANI et al., 2000; BERRUTI &
MARTEGANI, 2001; MATWEE et al.,, 2001;

BROWNE et al., 2007). Estudos anteriores
demonstraram que ocorre um actmulo de Hsp70
durante a espermatogénese (ALLEN et al., 1988),
cuja importancia foi comprovada pelo bloqueio do
gene HSP70 em camundongos, resultando em falha
da meiose, apoptose das células germinativas e
infertilidade (DIX et al., 1996).

Especificamente, relacionado a criopreservacdo, 0s
trabalhos encontrados na literatura ainda sdo
escassos e contraditérios. Com base no fato de que
0 processo de criopreservagdo representa uma
condicdo estressante para a célula, o esperado seria
um aumento das proteinas Hsp70. Essa suposicao
baseia-se no fato do estresse osmdtico promovido
pela adicdo de agente crioprotetor (FAUSTINO et
al., 2011), bem como pelo estresse térmico causado
pela variacdo da temperatura e o estresse oxidativo,
que promove a peroxidagdo lipidica (LUZ et al.,
2011). Em um estudo recente, comparando-se a
motilidade de espermatozdides murinos
criopreservados e a expressdo de Hsp, foi possivel
verificar um aumento na quantidade de Hsp70
fosforilada em resposta ao estresse osmotico
decorrente  da exposicdo a solugdo de
criopreservacdo. Isso demonstra claramente que, no
tipo celular estudado, a Hsp70 é ativada na tentativa
de reparar 0s danos provocados pela
criopreservacdo (COLE & MEYERS, 2011).
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Surpreendentemente, de modo contrario ao
esperado, Tirelli et al. (2005) relataram uma
reducdo significativa nos niveis de Hsp70 apds a
criopreservagdo de células da granulosa isoladas. O
baixo nivel dessa proteina pode estar
correlacionado com um aumento da apoptose desta
células verificada apds cultivo in vitro por 48 horas.
Em odcitos caninos imaturos, Taruthum et al.
(2010) ao avaliar a Hsp70 apos vitrificacdo e
cultivo in vitro de até 48h, verificaram uma forte
expressdo desta proteina imediatamente apés o
aquecimento e um decréscimo com o decorrer do
cultivo, equiparando-se aos  odcitos  ndo
criopreservados ao fim do periodo de incubagédo.
Estudos mais recentes com embrides bovinos
(STINSHOFF et al., 2009) e o6citos humanos em
estagio de metafase Il (MONZO et al., 2012),
demonstraram através da técnica de micro arranjo
de DNA, que independente do método de
criopreservagdo empregado, isto é, congelagdo lenta
ou vitrificagdo, ocorre uma alteragdo na expresséo
de diversos genes envolvidos no metabolismo de
proteinas, ciclo celular e crescimento, dentre eles o
HSP70, que interessantemente, em embriGes
bovinos, apresentou uma redugdo significativa na
Sua expressao.

CONSIDERAGCOES FINAIS

As mudangas no ambiente intra ou extracelular
podem ser desencadeadas por uma variedade de
sinais, incluindo danos ao DNA, resposta aos
estresses, térmico, osmotico, e oxidativo, dentre
outras injdrias. Esses sinais sdo interpretados e
desencadeiam uma apropriada resposta bioldgica,
coordenados por eventos que envolvem uma série
de alteragcBes conformacionais, multimerizacdo e
mudancas na localizagdo de proteinas. Todos estes
parametros sao sujeitos a regulagdo pelas Hsp, que
constitui um mecanismo fundamental de protegéo
celular. Portanto, aprofundamento dos
conhecimentos acerca da Hsp é essencial para que
além de utiliza-la como marcador inicial de injurias,
possamos compreender melhor os mecanismos de
defesa exercidos pelas células em diferentes
condi¢cbes adversas, como por exemplo, no
processo de criopreservacao.

A criopreservagdo é um segmento da criobiologia
de suma importancia para a preservacdo de material
genético e consequente flexibilizacdo de diversas
técnicas de reproducdo assistida, como a
fecundagdo in vitro, transferéncia embrionaria,
transferéncia nuclear e outras. No entanto o
procedimento de criopreservacdo representa uma
condicdo estressante para as células. Desta forma, o
entendimento da atuagdo das Hsp70 pode contribuir
nos estudos de criobiologia, visando o
estabelecimento de protocolos cada vez mais
eficientes e menos agressivos. A elucidacdo acerca
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do envolvimento da Hsp70 no processo de
criopreservagdo também traz uma perspectiva de
utilizacdo do seu poder de citoprotetor para o
aperfeicoamento de protocolos de manipulagcdo
celular in vitro de uma forma geral.
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