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Resumo. Diversos animais exibem uma acentuada redugao da taxa metabdlica de repouso durante o
ciclo anual, associada a periodos de escassez de oxigénio, agua, alimento, ou calor. Evidéncias sugerem
que a inibicdo dos processos de transcricao e tradugdo contribui significativamente para a depressao
metabdlica sazonal, embora certas proteinas sejam mais expressas nessa fase. Em mamiferos hibernantes,
a regulagédo da transcrigdo aparentemente envolve ajustes em diversos niveis, tais como estrutura da
cromatina, atividade da RNA polimerase Il, fatores de transcri¢do, splicing alternativo, microRNAs, além de
ajustes na estabilidade do mRNA.

Palavras-chave — Depressdo metabdlica, expressao génica, sintese proteica.

REGULATION OF GENE EXPRESSION DURING SEASONAL METABOLIC DEPRESSION IN
MAMMALS

Abstract. Many organisms exhibit a marked decrease of resting rates of metabolism during the annual
cycle, associated with lack of oxygen, water, food, or heat. Inhibition of the processes of transcription and
translation may contribute significantly to the metabolic depression, although some proteins have increased
expression during this condition. In hibernating mammals, regulation of transcription apparently occurs by
adjustments at distinct levels, such as chromatin structure, RNA polymerase Il activity, transcription factors,

alternative splicing, microRNAs, besides changes in mRNA stability.
Keywords — Metabolic depression, gene expression, protein synthesis.

1. Introducéo

A habilidade de deprimir a taxa metabdlica
de repouso e ingressar em um estado de
dorméncia frente a condicbes ambientais
desfavoraveis é de ampla ocorréncia nos animais
e €& considerada um dos exemplos mais
fascinantes de plasticidade fenotipica. A
depressao metabdlica é caracterizada por uma
redugdo geral da atividade, por uma inibigdo
coordenada dos processos que produzem e
consomem energia nas células, além de ajustes
especificos, como mudancgas no tipo de substrato
energético preferencial e de catabdlitos
acumulados (Carey e col., 2003; Storey e Storey,
1990; Storey e Storey, 2004).

Ao contrario da dorméncia sazonal continua
apresentada por alguns anfibios e répteis, em
pequenos mamiferos, a hibernagédo consiste de
fases de torpor que duram de uma a trés
semanas, interrompidas por despertares que,
geralmente, duram menos de 24 horas. Durante
as fases de torpor o animal permanece inativo e a
temperatura corpérea cai a valores tao baixos
quanto 0°C. Durante os despertares os animais
retomam a temperatura corpérea da atividade
(aproximadamente 37 °C) e restabelecem todas
as fungdes fisiologicas. Dada necessidade de
rapido restabelecimento das fungdes fisiolégicas
no despertar, cada ciclo de torpor parece ser
regulado em grande parte por mecanismos
reversiveis, como fosforilacdo reversivel de
enzimas, € em menor propor¢gdo por mudangas
dos padrdes de expressdo génica (Storey e
Storey, 2004).

Uma vez que as atividades de sintese
protéica e transcricdo génica  utilizam,
respectivamente, 25%-30% e 1%-10% do ATP
produzido nos tecidos de mamiferos no estado
basal (Rolfe e Brown, 1997), a inibicdo desses
processos contribui de maneira significativa para
a economia energética durante a dorméncia
(Carey e col, 2003). No tecido hepatico de
esquilos Spermophilus lateralis, durante o torpor,
observa-se uma reducdo de duas vezes das
taxas de iniciagdo da transcricdo e inibicado da
elongagéo do transcrito nas baixas temperaturas
tipicas do periodo de hibernagdo (Van Breukelen
e Martin, 2002). Dada a pronunciada inibigdo da
transcricdo, durante a depressdo metabdlica
provavelmente ndo ha grandes alteragdes ou
ativacdo de muitos genes. De fato, tém sido
relatadas  poucas  alteragbes, que séao
extremamente especificas e servem a
necessidades pontuais (Carey e col.,, 2003;
Storey e Storey, 2004).

Algumas das proteinas que tém a expressao
ativada durante a hibernagao estdo envolvidas
nos ajustes que permitem a mudanga do
substrato preferencial de carboidratos para
lipidios. A isoforma 4 da piruvato desidrogenase
quinase (PDK4), por exemplo, promove a
mudanga de substrato preferencial através da
inibicdo da entrada de carboidratos no ciclo do
acido citrico e encontra-se aumentada em varios
tecidos (Andrews e col., 1998; Buck e col., 2002).
Também ja foi observada maior expressdo das
FABPs (fatty acid binding proteins), importantes
para o transporte de lipidios dentro das células
(Hittel e Storey, 2002) e da lipase pancreatica no
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coragao, possibilitando a lipdlise em temperaturas
reduzidas  (Squire e  Andrews, 2003).
Adicionalmente, foi observada maior expresséo
de a-macroglobulina no figado, uma proteina que
aumenta o tempo de coagulagdo sanguinea e
inibe proteases (Srere e col., 1992), e expressao
de diferentes isoformas de miosina no coragao,
que contribuem para a manutengcdo da
contratilidade em  temperaturas reduzidas
(Fahlman e col., 2000).

Os mecanismos responsaveis pelo controle
da expressdo génica durante o ciclo anual em
mamiferos hibernantes s6 comegaram a ser
estudados recentemente e ainda sdo pouco
compreendidos. De maneira geral, esses
mecanismos ja foram descritos em outros
organismos e sdo conhecidos por atuarem em
outras condigdes fisiolégicas. Alguns dos poucos
trabalhos que tratam do tema serdo discutidos a
seguir.

2.  Mecanismos de regulacdo da
expressdo génica durante a depresséo
metabdlica

2.1. Estrutura da cromatina

As histonas sao proteinas que se associam
a cromatina compactando-a nos cromossomos.
Modificagdes covalentes das histonas, como
acetilagao, fosforilagdo, metilagédo e ubiquitinagao,
sado determinantes da atividade de transcrigdo em
determinada regido do DNA (Verschure, 2004).
Tem sido demonstrado que a acetilagdo das
histonas facilita o acesso de fatores de
transcricdo ao DNA (Lee e col., 1993) e que a
fosforilagdo também possui efeito positivo no
processo de transcrigao génica (Nowak e Corces,
2004). Morin e Storey (2006) observaram que
embora a quantidade total de histonas H3 nao
mude no musculo esquelético de esquilos entre
os estados ativo e hibernante, a quantidade de
histonas acetilatas e fosforiladas sofreu uma
reducdo de 38-39% durante a hibernagcdo e a
atividade das deacetilases aumentou 1,82 vezes.
Estes resultados sugerem que pelo menos esses
dois mecanismos de modificacdo da estrutura da
cromatina contribuem para a depressao das taxas
de transcricdo durante a hibernagdo no tecido
muscular esquelético desses animais (Morin e
Storey, 2006).

2.2. RNA polimerase Il

A RNA polimerase Il (RNA pol Il) é a enzima
que, juntamente com fatores de iniciagao,
elongagéo e cofatores, catalisa a sintese de uma
molécula de mRNA a partir de um molde de DNA,
nucleotideos ftrifosfatos e ATP. No musculo
esquelético de esquilos durante o periodo de
hibernagao, a atividade da RNA pol Il encontra-se
reduzida 57% em comparagdo com animais
ativos, embora ndo tenha sido observada
alteracao da quantidade total da proteina (Morin e

Storey, 2006). Importante realcar que a atividade
da RNA pol Il foi medida a 37 °C e que a
hibernagdo nesses animais geralmente acontece
a temperaturas corporeas entre 10 e 2 °C (Carey
e col., 2003), nas quais essa inibicao se tornaria
ainda mais pronunciada em funcdo do efeito
termodindmico da temperatura. A redugdo de
57% observada, portanto, provavelmente se deve
a alteracdes na RNA pol Il (Morin e Storey, 2006).

A RNA pol Il possui um dominio C-terminal
(CTD - C-terminal domain) composto por
repeticbes de uma sequéncia de peptideos
(YSPTSPS) que apresenta propriedades de
regulacao e papel fundamental no processamento
da molécula de pré mRNA (Morin e Storey, 2006;
Zorio e Bentley, 2004). O CTD é substrato para
diversas quinases e fosfatases que modificam
residuos de serina e produzem superficies
diferenciadas para a associagdo de diferentes
fatores durante as diversas fases da transcrigao e
processamento simultaneo do MmRNA
(capeamento, splicing e poliadenilagéo) (Zorio e
Bentley, 2004). O CTD é fosforilado no residuo de
serina 5 (Ser5) pela quinase associada ao fator
de transcrigdo TFIIH no inicio do processo de
transcricdo favorecendo a associagdo das
enzimas de capeamento ao CTD. Posteriormente
esses fosfatos sdo removidos e outros sao
colocados no Ser2 por outras quinases, o que
tem sido sugerido favorecer a associagcdo de
fatores relacionados a poliadenilagdo da
extremidade 3’ do mRNA em Drosofila (Ni e col.,
2004; Zorio e Bentley, 2004). Dessa maneira, 0s
processos de transcricdo e processamento do
mRNA sdo intimamente relacionados e
mutuamente regulados e, embora os mecanismos
ainda sejam pouco compreendidos, pode-se
assumir que a associagdo de enzimas
relacionadas ao processamento do mRNA com o
CDT da RNA pol Il influencia a atividade de
transcricdo da enzima (Zorio e Bentley, 2004).

Com essas relagdes em perspectiva, Morin
e Storey (2006) avaliaram a quantidade de RNA
pol Il fosforilada no Ser5 no musculo esquelético
de esquilos e observaram um aumento de 1,79
vezes durante a hibernagdo. Este dado permite
sugerir que provavelmente o controle da
transcrigdo durante a hibernagdo também ocorre
devido a modificagdo do estado de fosforilagdo do
CTD da RNA pol Il. Entretanto, sabe-se que a
fosforilagao de Ser5 e Ser2 nao é obrigatéria para
a transcricao (Serizawa e col., 1993) e que pol Il
que nao possui o CTD é capaz de realizar
transcri¢cdo (Zorio e Bentley, 2004). Este aumento
da quantidade de pol Il fosforilada no Ser5 pode
indicar que a RNA pol Il nho musculo do animal
que esta hibernando se encontra na posi¢cao de
iniciacdo, pronta para transcrever os genes, mas
ndo necessariamente ativa (Morin e Storey,
2006).
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2.3 Fatores de transcricdo: Receptores
nucleares

Receptores nucleares sado fatores de
transcrigdo ativados por uma variedade de
ligantes, hormdnios ou metabdlitos, que atuam na
regulacao da expressado de genes envolvidos em
diversos processos: reproducao,
desenvolvimento, lipogénese, oxidagdo de acidos
graxos e carboidratos, ritmo circadiano entre
outros. Dada a atuacéo dos receptores nucleares
nessa variedade de processos, € muito provavel
que esses receptores participem dos ajustes
fisioldgicos relacionados a dorméncia sazonal
(Chawla e col., 2001; Nelson e col., 2009).

Os receptores nucleares tipicamente
possuem a seguinte constituicdo: um dominio
amino-terminal, que mantém fungdo de
transcrigdo independente de ligante; uma regido
central de ligacdo ao DNA, que possui dois “zinc
finger” altamente conservados; uma regido de
dobra, que proporciona flexibilidade a proteina e
permite a dimerizagdo do receptor e a ligacao ao
DNA simultaneamente; e uma regido carboxi-
terminal, que compreende a regido de interacao
com o ligante (Chawla e col., 2001).

Embora a estrutura desses receptores seja
bastante conservada evolutivamente, sua fungéo
e mecanismos de acdo sao bastante diversos
(Germain e col., 2006). Os receptores nucleares
podem se localizar constitutivamente no nucleo,
independente da presenga ou auséncia de
ligantes, ou no citoplasma, se deslocando para o
nucleo quando associados a seus ligantes. A
interacdo com o ligante desencadeia alteracdes
conformacionais no receptor que favorecem a
dissociagcdo de co-repressores e o recrutamento
de co-reguladores e proteinas que modificam a
estrutura da cromatina. Os receptores nucleares
podem se ligar a sua regido especifica no DNA
como mondémero, homodimero ou heterodimero
formado com o RXR (retinoid X receptor),
promovendo o recrutamento e acdo da
magquinaria de transcricdo. Por outro lado, alguns
receptores nucleares funcionam como
silenciadores da transcricdo na auséncia de
ligantes, devido ao recrutamento de co-
repressores para as regides promotoras dos
genes alvo (Chawla e col., 2001; Germain e col.,
2006).

O grupo dos receptores nucleares
compreende o0s receptores de hormoénios
esteroides, como o receptor de estrégeno (ER) e
de glicocorticoides (GR), os receptores 6rfaos,
que possuem ligantes e fungdo ainda
desconhecidos, e os receptores orfaos adotados,
cujo papel bioldgico e ligantes foram identificados
recentemente. Na maioria dos casos os ligantes
sdo moléculas lipofilicas, derivados de acidos
graxos ou sao acidos graxos. Sdo exemplos de
receptores orfaos adotados os FXRs (farnesoid X
receptors), LXRs (liver X receptors) e PPARs
(peroxisome proliferator activated receptors)

(Chawla e col., 2001; Nelson e col., 2009). Por
serem mais discutidos na literatura relacionada a
hibernagdo, embora ainda sejam poucos
trabalhos, trataremos somente dessa Ultima
familia de receptores: os PPARs.

Os PPARs tém papel fundamental na
regulagio do metabolismo de lipidios,
coordenando o0s eventos de deposicdo e
mobilizag&o de lipidios e auxiliando na prevengéo
dos riscos inflamatdrios associados a esses
processos. Sdo conhecidas trés isoformas de
PPARs: PPARa, mais expressa no figado e nos
musculos, PPARB/®, expressa em varios tecidos
e PPARy, predominante nos o6rgados adiposos.
Estes fatores de transcricdo podem atuar por
diferentes mecanismos, ativando ou inibindo a
transcrigdo génica, e formam heterodimeros com
o RXR. A associagédo ao ligante, geralmente um
acido graxo insaturado, resulta na liberagdo de
co-repressores e ligacdo de co-ativadores e
outras proteinas auxiliares que promovem a
transcricdo do gene (Nelson e col.,, 2009).
Membros da familia do co-ativador-1 do PPARYy
(PGC-1) sédo importantes co-reguladores de
PPARs, assim como de varios outros receptores
nucleares (Finck e Kelly, 2006) e estdo envolvidos
também na regulagédo da expressado dos proprios
receptores nucleares com 0s quais se associam
para regular a expressdo de outros genes
(Schreiber e col., 2003).

Aumento da expressdo do mRNA e da
proteina dos PPARs e PGC-1a em varios tecidos
ja foram relatadas em trés espécies durante a o
estado hipometabdlico: no morcego Myotis
lucifugus (Eddy e Storey, 2003), no esquilo
terricola Spermophilus tridecemlineatus (Eddy e
col., 2005) e no roedor Jaculus orientalis (EI
Kebbaj e col.,, 2009). Da mesma maneira, a
expressdo de PPARa € induzida durante o jejum
em camundongos nao-hibernantes (Kersten e
col., 1999) sugerindo que os PPARs participam
de um padrédo de ajustes que possibilitam a
manutengdo da homeostase energética durante o
jejum em mamiferos em geral (Eddy e Storey,
2003; Kersten e col., 1999). Tais alteragbes da
expressdo dos PPARs sdo consistentes com
alteracdes da expressao dos genes regulados por
PPARs, como o da PDK4 (Andrews e col., 1998;
Buck e col., 2002; Wu e col., 1998) e das FABP
(Hittel e Storey 2002) e com a mudanca do
substrato energético preferencial durante o jejum
associado ou nao a hibernacao.

2.4 Splicing alternativo

O splicing é um dos passos no
processamento do pré-mRNA, através do qual
acontece a retirada dos introns, regides “nao
traduzidas”, e jungdo dos éxons, constituindo o
mRNA maduro. O splicing alternativo permite que
diferentes mMRNA e potencialmente diferentes
proteinas, sejam formados a partir de um mesmo
prée-mRNA. Esse processo amplia a quantidade

REVISTA DA BIOLOGIA — www.ib.usp.br/revista — volume 4 — junho de 2010




de proteinas que podem ser codificadas por um
mesmo segmento génico e propicia mais um nivel
na regulagéo da expressao génica.

Gervois e col. (1999) identificaram em varios
tecidos de humanos, inclusive hepatico e adiposo,
uma variante do PPARa humana (PPARawr —
52kDa) que ndo possuia uma parte da regido da
dobradiga, que confere flexibilidade ao receptor,
assim como todo o dominio carboxiterminal,
regido de interacdo com o ligante. Devido a sua
estrutura rigida, essa proteina foi denominada
PPARa truncada (PPARorr - 29kDa). Os
pesquisadores observaram que o mRNA do
PPARarr representava 20-50% de todo o
conteudo de mRNA de PPARa e era resultado de
um processo de splicing alternativo no qual o
éxon 6 estava ausente, resultando na presencga
de um cbédon de parada prematuro e
consequentemente na produgédo de uma proteina
incompleta. A proteina PPARatr se localizava
predominantemente no citoplasma e, apesar de
nao se associar ao DNA, quando presente no
nucleo, interferia negativamente na fungédo do
PPARawr, além de outros receptores nucleares,
incluindo PPARYy, por competir por coativadores
(Gervois e col., 1999).

Uma década depois, El Kebbaj e col. (2009)
observaram que, assim como em humanos, os
dois tipos de PPARa, PPARayt € PPARa+R, sdo
expressos no tecido hepatico de um pequeno
roedor hibernante, Jaculus orientalis, e que a
razao PPARaw/PPAROTr, que indica a
quantidade efetiva de PPARayt, se altera em
funcdo da fase do ciclo anual. Durante a pré-
hibernagdo a razdao PPARayw/PPARa+R se eleva,
concomitantemente a expressdo de genes
regulados pelo PPARa. Adicionalmente, durante a
fase de hibernagao, a quantidade do PPARa+R foi
drasticamente reduzida chegando quase n&o ser
identificado, o que resulta em uma maior fragéo
de PPARayr livre dos efeitos negativos do
PPARa+r. Tais resultados sdo coerentes com o ja
conhecido papel do PPARa nas respostas de
adaptacdo ao jejum e regulacdo da oxidagao
hepatica de acidos graxos (El Kebbaj e col., 2009)
e sugerem o splicing como um importante
mecanismo de regulacdo da expressao génica
durante o hipometabolismo.

2.5 MicroRNAS

MicroRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs
endoégenos, que nao codificam proteinas,
constituidos de ~22 nucleotideos e que formam
uma das maiores classes de moléculas
reguladoras da expressdo génica nos animais
(Bartel, 2004). Em muitos casos as sequéncias
que codificam os mMiRNAs sdo conservadas e
estima-se que os miRNAs regulem cerca de 50%
de todos os mMRNA de vertebrados (Friedman e
col., 2009; Sharp, 2009). Essas pequenas
moléculas de RNA se ligam a uma sequéncia
situada na regido nao traduzida da extremidade 3’

do mRNA alvo impedindo a tradugdo e
promovendo a degradacdo desse mRNA em um
processo que envolve sua clivagem pela enzima
Dicer (Friedman e col., 2009; Morin e col., 2008;
Sharp, 2009).

Morin e col. (2008) investigaram a
expressdo de alguns miRNAs de fungao
conhecida em quatro o6rgdos de esquilos
Spermophilus tridecemlineatus e encontraram
evidéncias de que esse seria um importante
mecanismo de regulagdo génica durante a
hibernagdo. Mir-21, um miRNA com funcdo anti-
apoptética, encontra-se mais expresso no rim dos
esquilos durante a hibernagéo, corroborando com
dados encontrados para o tecido intestinal, no
qual ha um aumento de proteinas anti-apoptoéticas
durante a hibernagédo (Fleck e Carey, 2005).
Transcritos de mir-24, um miRNA que afeta o
crescimento celular, encontram-se reduzidos no
coracédo (50%) e musculo esquelético (30%)
durante a dorméncia, consistente com a
supresséo do crescimento como componente da
depressao metabdlica global (Morin e col., 2008).

A enzima responsavel pela clivagem do
mRNA, Dicer, aumentou significativamente no
coragdo dos animais durante a hibernagéao,
sugerindo um aumento do processamento de
miRNAs no coragdo dos animais durante essa
fase (Morin e col., 2008). De fato, em comparagao
com outros 6rgaos, a fungdo do coragdo na
hibernagédo é unica: esse 6rgdo deve continuar a
bombear sangue, embora, muitas vezes, a uma
temperatura corpérea muito menor e contra uma
resisténcia periférica maior do que durante a fase
ativa do animal (Andrews e col., 1998; Fahiman e
col.,, 2000) e para isso, necessita de varios
ajustes metabdlicos e da maquinaria de
contracdo. Os autores sugerem que uma maior
quantidade de Dicer possa ser um indicio de que
miRNAs estdo sendo produzidos em grandes
quantidades durante a hibernagcdo e sao
necessarios para o silenciamento génico,
entretanto, no rim, um 6rgéo que sofre depressao
pronunciada durante a hibernagéo, os niveis da
Dicer diminuiram em comparagdo com animais
ativos (Morin e col., 2008). E possivel que exista
uma maior énfase em determinados mecanismos
de regulacdo da expressao génica ou em outros
em diferentes 6rgdos, de maneira que as
necessidades especificas de cada tecido sejam
alcangadas por diferentes combinagdes de
mecanismos atuando juntos.

2.6 Estabilidade do RNA — Cauda poli-A

As extremidades 3’ da maioria dos pré-
MmRNA eucariéticos sdo complementadas pela
adicdo de uma sequéncia de nucleotideos
adenina, denominada cauda poli-A, que possui
importante papel no término da transcrigéo,
transporte para o citoplasma, tradugdo e
estabilidade do mRNA (Ross, 1995; Zorio e
Bentley, 2004). A deadenilagdo, ou seja, a
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remogao da cauda poli-A, é o primeiro passo na
degradacdo de muitos mMRNA e a estabilidade
dessa molécula pode ser inferida com base no
tamanho da cauda poli-A (Knight e col., 2000).

Além da cauda poli-A, varios outros fatores,
como estruturas primaria e secundaria, taxa de
tradugao e localizagao intracelular, influenciam a
estabilidade do mRNA que, por sua vez, possui
papel determinante na expressdo génica em
todos os organismos. Nas células de mamiferos,
a quantidade de um determinado mRNA pode
sofrer flutuagdes em fungdo de mudancas na
meia-vida do mRNA sem que ocorra alteragdes
na taxa de transcrigdo (Ross, 1995).

Knight e col. (2000) demonstraram que os
niveis de mRNA permaneceram constantes
durante o torpor no tecido hepatico de esquilos
Spermophilus parryii. Uma vez que a taxa de
transcricdo esta extremamente inibida ou ausente
nas baixas temperaturas tipicas da hibernacgao
(Van Breukelen e Martin, 2002), a manutencgéo de
niveis constantes de mRNA foi atribuida a
estabilizacdo dos transcritos, como sugerem a
conservagao do tamanho da cauda poli-A e a
presenga de uma proteina (poly-A binding protein-
PABP) que se liga a cauda poli-A protegendo-a
contra degradagédo (Knight e col.,, 2000; Ross,
1995). Este mecanismo preserva o0 mRNA de
maneira que ele pode ser prontamente traduzido
durante os despertares periédicos, possivelmente
diminuindo o intervalo de tempo durante o qual o
animal permanece aquecido, e favorecendo maior
economia energética (Knight e col., 2000).

3. Consideragdes Finais

Assim como em todos o0s processos
fisiologicos, a regulagcdo da expressdo génica é
um importante aspecto do fenbémeno da
hibernagdo. Embora tenham sido discutidos
separadamente, é importante ter em perspectiva
que os diversos mecanismos abordados aqui
atuam em conjunto, simultaneamente, de forma
rigidamente controlada e que eles se comunicam
entre si. A compreensdao dos mecanismos de
regulacdo da expressao génica envolvidos nos
ajustes a depressdo metabdlica pode auxiliar a
identificacdo de principios unificadores que
permitam o entendimento de outras condigdes
fisiologicas, como patologias, por exemplo.

A habilidade de hibernar é amplamente
observada nos mamiferos, podendo ser
considerada uma caracteristica ancestral e uma
propriedade basica da sua fisiologia e sugerindo
que o fendtipo hibernante pode nao ser resultado
da expressdo de genes exclusivos de
hibernantes, mas sim da expressao diferenciada
de genes comuns a todos os mamiferos
(Heldmaier e col., 2004; Storey, 2004).
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