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Resumo. A influéncia humana nos sistemas naturais tem aumentado continuamente, justificando a
importancia de se investigar os aspectos antrépicos que causam estresse em animais em seus sistemas
naturais. No ambiente aquatico, as agbes antrépicas sdo muito evidentes, levando os organismos muitas
vezes a ficarem expostos a efeitos subletais que provocam conseqiéncias imprevisiveis. Variagdes na
temperatura alteram a estrutura das membranas celulares podendo comprometer as atividades enzimaticas
associadas as membranas e os processos de transporte. Nesse sentido este texto busca levantar hipéteses
sobre o possivel papel da temperatura em mudancas estruturais das membranas celulares.

Palavras-chave. Dessaturases, Elongases, Acidos graxos, Regulagdo da expresséo génica.

THERMAL INFLUENCE ON GENE EXPRESSION REGULATION AND ITS ACTION IN THE
DYNAMICS OF CELL MEMBRANES

Abstract. The human influence on natural systems has been steadily increased, justifying the
importance to investigate the antropic factors that cause stress in animals in their natural systems. In the
aquatic environment the human actions are very evident, leading the organisms sometimes to be exposed to
sub lethal effects that can cause unpredictable consequences. Variations in temperature affect the structure
of cell membranes and can compromise the enzymatic activity associated with the membranes and the
transport processes. In this sense, this assay postulates some hypothesis about the possible role of
temperature on structural changes of cell membranes.
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Acdo da temperatura nas membranas
biolégicas e seu papel na regulacdo da
expresséo génica

A faixa 6tima de temperatura varia entre
as espécies e as oscilagdes térmicas podem
causar alteragdes nas propriedades estruturais e
fisiolégicas dos organismos (Hochachka e
Somero, 2002).

Variagcbes na temperatura alteram a
estrutura das membranas celulares podendo
comprometer as atividades enzimaticas
associadas as membranas e os processos de
transporte. O conjunto de alteragbes das
propriedades quimicas e fisicas das membranas
resulta, em ultima andlise, em mudancas na
fluidez das mesmas (Hazel, 1984). A queda de
temperatura pode comprometer sua flexibilidade,
devido a alteragbes na configuragdo dos seus
lipideos e proteinas, podendo limitar a sua
estabilizacdo. O grau de fluidez de membranas
biolégicas pode ser estimado por muitos métodos
fisicos, tais como: fluorescéncia, ressonancia e
espectroscopia. A extensdo de insaturagbes dos
acidos graxos contidos na estrutura da membrana
€ o fator majoritario na manutencédo do grau de
fluidez (Kates e col., 1993).

Organismos  vivos, em particular
ectotérmicos respondem a diminuicdo da
temperatura por dessaturacdo de acidos graxos
nos lipideos de suas membranas. Essa resposta
de aclimatacdo confere  habilidade de
manutengao da fluidez de membranas bioldgicas
abaixo da temperatura critica para o individuo.
Esse fendbmeno é conhecido como aclimatagao

homoviscosa ou, alternativamente, aclimatagao
homeofasica (Buda e col., 1994; Lemieux e col.,
2008). Os efeitos da temperatura no padrao de
distribuicdo dos acidos graxos e agdo de enzimas
que participam da manutengdo da fluidez da
membrana em diferentes organismos tém sido
reportados por varios autores, sendo que a
primeira observacao foi feita em 1901 (Torrengo e
Brenner, 1976).

Quando se analisa a exposi¢céo aguda de
animais as baixas temperaturas €& possivel
observar na maioria das vezes um aumento na
porcentagem de acidos graxos insaturados nas
membranas celulares e redugdo na porcentagem
de &cidos graxos saturados. Uma revisdo da
literatura mostra que, de forma geral, animais que
vivem em temperaturas mais baixas apresentam
uma maior porcentagem de acidos graxos
polinsaturados (PUFA) do que aqueles de clima
tropical (Hazel e Willians, 1990). Essas variagdes
alteram o ponto de fusdo dos acidos graxos
esterificados nos fosfolipidios das membranas
bioldgicas, alterando assim a fluidez das mesmas
(Hazel, 1989).

A habilidade das células de modular
caracteristicas fisicas de suas membranas é
desempenhada pelas enzimas acido graxo
dessaturases, que operam em resposta a baixas
temperaturas de forma a assegurar as
propriedades fisicas que atuam na manutencgéo
do gradiente de ions e restauracdo de fungdes de
enzimas associadas as membranas (Murata e
Wada, 1995). Pensando nisso Murata e Los,
(1997), em revisdo sobre estrutura e expressao
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de 4&cido graxo dessaturases, postularam 2
questdes importantes que deveriam ser
respondidas a respeito dos mecanismos
moleculares da regulagdo da expressao de genes
de dessaturases em resposta a mudanca de
temperatura:

1- Como um organismo “sente” a
mudanca de temperatura?

2- Como esse sinal é transmitido para
regides reguladoras de genes de enzimas
dessaturases para induzir sua ativacdo em
condi¢des de baixas temperaturas?

Tentando responder essas questdes,
aqueles autores formularam o seguinte modelo:
abaixo de determinadas temperaturas a fluidez
das membranas decresce. Esse sinal é detectado
por um sensor de baixa temperatura e transmitido
para mecanismos reguladores que direta ou
indiretamente interagem com regides reguladoras
de genes que codificam enzimas dessaturases,
ativando-os e levando a uma maior expressao
das enzimas. Como resultado, o nivel de enzimas
aumenta e os 4&cidos graxos passam por
processos de insaturagao. Finalmente, o acumulo
de acidos graxos insaturados leva a recuperacao
da fluidez de membrana e a restauragdo da
atividade de enzimas membrana-associadas.
Nesse modelo, as membranas assumem um
papel chave na percepgédo e transdugéo de sinais
de temperatura para regides regulatérias de
genes dessas enzimas. Porém, naquele momento
(1997), ndo se sabia como esses sinais eram
reconhecidos pela maquinaria de expressado e
tradugao das enzimas.

Apds muitos anos de pesquisa alguns
pontos dessa sinalizagdo comegaram a ser
elucidados e em 2000 os mesmos autores, Los e
Murata, descreveram alguns sinalizadores
principais, a saber :

-Proteinas quinase C em fungos;

-Mudancas na concentracao de
adenosina 3’5 monofosfato em humanos;

-Aumento da concentragao de Cca* em
peixes e anfibios;

-E, atividade aumentada dos receptores
de fosfolipase C em ratos (Los e Murata, 2000).

Estrutura, funcdo e regulacdo da
expressdo génica das enzimas dessaturases

Dessaturases de acidos graxos séao
enzimas que convertem uma ligagdo simples (C-
C) a uma dupla (C=C) entre dois atomos de
carbono na cadeia de acidos graxos, como por
exemplo nas posigdes A6, A9 ou A12 (Cossins e
col.,, 2002), alterando, em casos extremos a
temperatura de transicdo das membranas
plasmaticas de gel (sdlido) para liquido cristalino,
promovendo a fluidez (Russel, 1984) e
comprovadamente estdo presentes em todos os
grupos de organismos (Los e Murata, 1998).

A reagdo desencadeada por essas
enzimas requer oxigénio molecular e ocorre em
condicdes aerodbicas (Los e Murata, 1998), sendo

uma reacado de oxidagdo, que requer 2 elétrons
em adicio a uma molécula de oxigénio.
Ferredoxina é o doador de elétrons na reagao
catalisada pela acilF-ACP dessaturase em
cianobactérias e por acil-lipideos em plastideos
de plantas, em contraste, as acil-CoA de animais
e fungos se utilizam de citocromo b5 como
doadores de elétrons (Los e Murata, 1998). As
acil-coA de animais sado expressas de forma mais
efetiva no reticulo endoplasmatico do figado dos
animais e podem responder a centenas de
estimulos endégenos e exodgenos (Trueman e
col., 2000).

A temperatura é considerada o principal
elemento regulador do aumento de expressao de
enzimas dessaturases, porém, essa regulacéo é
dependente da extensdo da mudanga termal em
contraste com a simples queda ou elevacdo da
temperatura, por exemplo, quando células
aclimatadas a 38°C séo levadas a 30°C existe um
aumento de transcritos da desA (dessaturase A) ,
enquanto que em células aclimatadas a 36°C
esse aumento comega a ser detectado somente a
26°C (Los e col.,1993).0 trabalho de Podrabsky e
Somero,(2004) ressaltou também a importancia
das flutuagbes diarias da temperatura na
regulacdo da expressdo génica da enzima
dessaturase, encontrando maior quantidade de
RNA mensageiro da enzima em animais que
passavam o dia na temperatura ambiental, sem
controle (20 a 37°C aproximadamente) quando
comparado a animais aclimatados a temperaturas
constantes (20-30-37°C).

Todas essas observagbes feitas pelos
autores abriram um grande leque de
conhecimento sobre a expressdo génica nos
diferentes modelos experimentais nas diferentes
condicdes  metodolégicas empregadas, e
comecou-se a desenhar, como ocorreram para
todos os fendmenos de regulagcdo da expressao
génica descobertos, modelos de como o controle
da temperatura age sobre regides regulatérias e
genes codificadores chegando-se a hipotese de
que, durante a aclimatacdo, e mais extremo, na
adaptacao frente a mudangas ambientais, 2 tipos
de respostas de regulagdo sdo esperados:

- Regulagdo qualitativa - mudanga no tipo
de proteina expressa, como no caso de produgao
de isoformas que desempenhariam a mesma
fungdo, com algumas propriedades bioquimicas
distintas;

- Regulagdo quantitativa - aumento da
quantidade de transcritos de RNA mensageiro e
consequentemente de proteinas produzidas
(Schulte, 2004).

Para exemplificar esses dois tipos de
regulacao foi escolhida a enzima dessaturase
mais estudada em relagdo a aclimatacgéo a baixas
temperaturas, a estearoil-CoA A9 dessaturase,
que age acrescentando uma insaturagao entre os
carbonos 9 e 10 da cadeia de acidos graxos,
modificando assim, propriedades fisicas da
membrana e como resultado final aumentando a
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fluidez da mesma, sendo que essa enzima age
em conjunto com acil-transferases especificas
que posicionam esses acidos graxos modificados
nos fosfolipideos (Trueman e col.,2000, Pereira e
col., 2003 e Polley e col.,2003).

Polley e col.,, (2003) demonstraram que
carpas apresentam a expressao de 2 isoformas
de estearoil-CoA A9 dessaturase (SCD), sendo
que cada uma dessas isoformas responde a um
tipo de estimulo especifico, a SCD1 aparece
como sendo responsiva a dietas enriquecidas
com acidos graxos saturados enquanto que a
SCD2 apresenta aumento da expressao génica
em resposta a mudangcas na temperatura
ambiental. A diferenca entre essas duas
isoformas esta relacionada a um processo de
splicing alternativo em que a segunda isoforma
perdeu cerca de 21 aminoacidos de sua cadeia.

Esse fendbmeno de duplicacao
possivelmente ocorreu no genoma de teledsteos
primitivos e foi evolutivamente conservado em
alguns grupos, como é o caso dos Ciprinideos e
de algumas espécies de peixes antarticos,
possivelmente tendo divergido em suas regides
regulatorias, cada qual respondendo a diferentes
estimulos fisioldgicos, porém nao divergindo em
suas sequéncias codificadoras (Evans e
col.,2008). Esse mecanismo promoveria a esses
grupos, num contexto ambiental adverso a adi¢ao
de enzimas complementares que confeririam
maior  plasticidade fisiolégica, e como
consequéncia capacidade de tolerancia a amplas
condigdes ambientais (Polley e col.,2003).

Exemplificando-se agora a regulagéo
quantitativa, novamente verificou-se que dois
tipos de regulacdo da expressdo génica sado
esperados, o primeiro em que RNAs mensageiros
latentes sdo ativados em processos poés-
transcricionais quando o animal é defrontado com
condicdes ambientais adversas, e num segundo
momento, por sinalizagdo da primeira resposta,
novos transcritos sdo produzidos e existe um
aumento da expressdo génica das enzimas
dessaturases, esse fendmeno foi verificado em
muitos trabalhos, como por exemplo, Trueman e
col., (2000) testando a aclimatagcdo a frio de
carpas encontrou alta expressdo de RNA
mensageiro (2 a 4 vezes maior que no grupo
controle) somente no 2° dia de tratamento,
enquanto que agdo enzimatica aumentada
ocorreu em apenas algumas horas de
aclimatacéo.

Qutro trabalho relatando a regulagdo da
expressdo génica quantitativa mostrou também a
capacidade de diferentes espécies de suportar
grandes mudangas de temperatura ambiental.
Hsieh e Kuo, (2005) testaram a aclimatagéo a frio
(25—»15°C) em “milkfish” e carpa-comum,
encontrando altas concentragbes de RNA
mensageiro de SCD no primeiro grupo nos
primeiros 4 dias de experimento, enquanto que as
carpas mantinham quantidades sempre
constantes de transcritos ao longo do tempo,

porém, no 8° dia os “milkfish” morreram por
faléncia metabdlica enquanto que as carpas
sobreviveram até o final do experimento,
mostrando assim a plasticidade fenotipica das
carpas em modificar sua temperatura de conforto
de forma mais eficiente quando comparado a
outra espécie testada.

Em animais de clima temperado marinhos
muitos estudos descrevem a expressao génica e
funcional da enzima SCD dessaturase para
peixes em ambiente natural e em condi¢cdes
ambientais alteradas (Kraffe, e col., 2007; Buda, e
col.,1994; Tocher, e col., 2006; Hazel, e Willians.,
1990).

No entanto, para animais nativos de clima
tropical poucos trabalhos foram realizados e
somente a composicdo de acidos graxos
teciduais é normalmente avaliada (Andrade e col.,
2006), sendo que o unico trabalho encontrado a
respeito da agdo de enzimas dessaturases
atuando no metabolismo lipidico de peixes de
ambiente tropical nativos da América do sul data
de 1976 (Torrengo e Brenner, 1976). Esta
escassez de informagdes reforca a necessidade
de trabalhos nesses ambientes, principalmente
em ecossistemas com grande agdo antropica, e,
mais especificamente tratando de aclimatagdo a
mudancgas climaticas, sendo que um dos mais
importantes e urgentes desafios da fisiologia atual
€ entender a natureza dos efeitos diferenciais
dessas mudangas sobre diferentes espécies.

Os principais desafios enfrentados sdo: (1)
entender como as mudangas ambientais
interferem tanto da histéria de vida de um animal
quanto nos niveis populacionais; (2) as vias
limitantes as quais os organismos ajustam a sua
fisiologia e diminuem o estresse gerado por
modificagdes ambientais nocivas, induzidas ou
aceleradas pela acgdo antropica, predizendo o
intervalo de respostas possiveis a tais mudangas,
e finalmente, (3) revelar quais aspectos dos ciclos
de vida dos individuos de uma populagdo sao
mais afetados por mudangas ambientais.

Para a resolugéo de praticamente todos os
desafios descritos acima o estudo da regulacdo
da expressdo génica é uma ferramenta util,
principalmente quando se tenta entender qual
variagdo na amplitude de temperatura é
necessaria para que a resposta de aclimatagao
seja iniciada nas membranas celulares de
diferentes organismos e, quais sao o0s sinais
reconhecidos e como eles sdo traduzidos nesse
tipo de resposta.
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