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RESUMO

Os ciclos claro-escuro (CE) sdo considerados importantes pistas para o ajuste de reldgios
bioldgicos. Algas de retroalimentagdo positiva e negativa de transcricdo e traducdo de
genes de reldgio sdo a base molecular subjacente tanto a rel6gios centrais como periféricos.
A opsina ndo visual, melanopsina (Opn4), expressa na retina de mamiferos, é considerada
o fotopigmento circadiano pois é responsavel pelo ajuste do relégio biolégico enddgeno.
Este fotopigmento também est& presente nos melan6foros de Xenopus laevis, onde ele foi
descrito pela primeira vez, mas seu papel nestas células ainda ndo est4d completamente
esclarecido. Espécies de vertebrados ndo mamiferos expressam duas ou mais melanopsinas
e, no caso de X. laevis, ha dois genes, Opn4m and Opn4x. Melano6foros de X. laevis
respondem a luz com dispersdo dos granulos de melanina, a resposta maxima sendo
atingida no comprimento de onda correspondente aquele de excitagdo maxima da
melanopsina. Entre varios hormonios, endotelinas também dispersam os melanossomos em
melandforos de Xenopus através de via similar aguela evocada pela luz. Tendo esses fatos
em mente, decidimos investigar se a luz e a endotelina modulam a expresséo de genes de
relégio em melan6foros de Xenopus, usando PCR quantitativo para avaliar os niveis
relativos de RNAm de Perl, Per2, Clock e Bmall. Ciclos CE promoveram alteracfes
temporais na expressao de Perl, Per2 e Bmall. Pulsos de 10 min de luz azul aumentaram a
expressdo de Perl e Per2, diminuiram a expressdo de Opn4x, mas nao tiveram efeito sobre
Opn4dm. Ainda mais, diferentes localizagbes foram mostradas para cada melanopsina:
imunorreatividade para OPN4x foi vista principalmente na membrana celular, enquanto
OPN4m foi imuno-localizada no nucleo. Estes resultados em conjunto apontam para
funcOes diferenciais das duas melanopsinas neste modelo. A translocacdo de grénulos de
melanina foi maior quando um pulso de luz azul foi aplicado na presenca de endotelina
ET-3. E os niveis de RNAm de Clock exibiram variagdo temporal em melanoforos

submetidos a CE ap6s tratamento com ET-3 10°M, enquanto a expressdo de Perl néo foi
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afetada pelo tratamento hormonal. Em adi¢do, ensaios farmacol6gicos indicaram que as
respostas de Perl e Per2 a luz azul sdo evocadas através da ativagdo da via de
fosfoinositideos, com crosstalks com GMPc/proteina quinase G (PKG) para ativar os genes
de reldgio. Estes dados sugerem a participacdo de melanopsina na foto-ativacdo de genes
de reldgio, e apontam para uma participacdo menor de endotelina como sincronizador
desta linhagem celular. Nossos resultados constituem uma importante contribuicdo ao
campo emergente dos reldgios periféricos os quais, em espécies de ndo mamiferos tém sido
mais extensivamente estudados em Drosophila melanogaster e Danio rerio. Dentro deste
contexto, ndés mostramos que os melandforos de Xenopus laevis representam um modelo

ideal para a compreensdo da modulagéo de ritmos circadianos por luz e hormonios.
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ABSTRACT

Light-dark cycles (LD) are considered important cues to entrain biological clocks. Positive
and negative feedback loops of clock gene transcription and translation are the molecular
basis underlying the mechanism of both central and peripheral clocks. The non-visual
opsin, melanopsin (Opn4), expressed in the mammalian retina, is considered a circadian
photopigment because it is responsible of entraining the endogenous biological clock. This
photopigment is also present in the melanophores of Xenopus laevis, where it was first
described, but its role in these cells is not fully understood. Non-mammalian vertebrate
species express two or more melanopsins, and in X. laevis there are two melanopsin genes,
Opndm and Opn4dx. X. laevis melanophores respond to light with melanin granule
dispersion, the maximal response being achieved at the wavelength of melanopsin maximal
excitation. Among various hormones, endothelins also disperse melanosomes in Xenopus
melanophores through a similar pathway as light does. Therefore, we decided to
investigate whether light and endothelin modulate clock gene expression in Xenopus
melanophores, using quantitative PCR to evaluate the relative mRNA levels of Perl, Per2,
Clock and Bmall. LD cycles elicited temporal changes in the expression of Perl, Per2 and
Bmall. A 10 min pulse of blue light increased the expression of Perl and Per2, decreased
Opn4x expression, but had no effect on Opndm. In addition, a different localization was
shown for each melanopsin: immunoreactivity for OPN4x was mainly seen in the cell
membrane, whereas OPN4m was immunolocalized in the nucleus. These results taken
together point to a differential role for each melanopsin in this model. Melanosome
translocation was greater when a blue light pulse was applied in the presence of endothelin
ET-3. And mRNA levels of Clock exhibited temporal variation in melanophores under LD
cycles after 10° M ET-3 treatment, whereas Perl expression was not affected by the
hormone treatment. In addition, pharmacological assays indicated that Perl and Per2

responses to blue light are evoked through the activation of the phosphoinositide pathway,
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which crosstalks with cGMP/protein kinase G (PKG) to activate the clock genes. These
data suggest the participation of melanopsin in the photo-activation of clock genes and
point to a minor role of endothelin as synchronizer for this cell line. Our results add an
important contribution to the emerging field of peripheral clocks, which in non-mammalian
species have been mostly studied in Drosophila melanogaster and Danio rerio. Within this
context, we show that Xenopus laevis melanophores represent an ideal model to

understanding circadian rhythms modulation by light and hormone.
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“A imaginagdo é mais importante que a ciéncia, porque a ciéncia é limitada, ao passo que

a imagina¢do abrange o mundo inteiro”.

Albert Einstein
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1. O ritmo biolégico: contexto histdrico

As observagdes de ritmos na natureza e no homem sé&o antigas, datando das
descri¢des de Hipocrates (460-370 a.c.) e Galeno (130 - 200 d.c.) sobre a recorréncia de
alguns sinais e sintomas exibidos durante determinadas doengas. No entanto, somente em
1729 o ritmo bioldgico foi estudado cientificamente (Foster e Kreitzman, 2004). Jean
Jacques d’Ortus Mairan (1678-1771), um astronomo francés, observando uma planta,
percebeu que suas folhas apresentavam movimentos periddicos, abriam-se durante o dia e
dobravam-se a noite. Intrigado por esse comportamento, Mairan decidiu investigar se
aquele fenbmeno bioldgico era simplesmente uma resposta a luz do sol. Na tentativa de
elucidar a questdo, realizou um experimento no qual a planta permaneceria em um
ambiente totalmente isolado, sem a informagdo do ambiente. Ele notou que as folhas,
mesmo na condicdo de isolamento de luz, continuavam a exibir o movimento periddico,
concluindo entdo que o ritmo diario de abertura-dobramento das folhas ndo requeria o
ritmo diério da luz solar (Mairan, 1729). Este experimento marcou o inicio dos trabalhos
experimentais com ritmos bioldgicos. Entretanto, o carater enddgeno do ritmo biol6gico s6
foi comprovado apés os experimentos do botanico De Candole com a mesma planta
sensitiva, porém sob luz constante. De Candole observou que a periodicidade continuava a
existir mesmo sob iluminacdo constante, mas que o periodo do ritmo era menor que 24

horas.
Hoje é notério que ritmos bioldgicos sdo encontrados desde organismos mais
primitivos até mamiferos, demonstrando a conspicuidade da expressdo dessas oscilacdes

(Figura 1).
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Figura 1. Sistemas Circadianos na Arvore Universal da Vida. O comprimento das linhas
corresponde a distancia evolutiva entres os grupos, medida por taxas de mudancas em pequenas
subunidades de genes rRNA. Os trés maiores grupos de organismos - Arqueobacteria, Eubacteria, e
Eucariotos - divergem de um ancestral comum. Em azul s@o os grupos filogenéticos nos quais
ritmos circadianos ja foram descritos e/ou corresponde a sistemas circadianos experimentais bem
estudados; em vermelho sdo dados os nomes e posicdes dos sistemas onde a genética e analise

molecular do mecanismo do reldgio teve progresso significativo (Dunlap, 1999).

2. Organizacdo temporal

A vida surge como uma forma de movimentos permanentes, animais e plantas mudam
conforme o clima, a hora do dia, as estagdes do ano, criando um cenario onde o ambiente
estd constantemente sujeito a altera¢fes as quais 0s organismos respondem. Tais mudancas
sdo consideradas como um aspecto essencial da organizacdo dos seres vivos. A
organizagdo temporal interna devidamente sincronizada com o0 meio ambiente é
fundamental para a manutencéo da salde e sobrevivéncia dos animais. O tempo como uma

variavel é frequentemente negligenciado quando se considera a interacdo entre o
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organismo e o0 meio ambiente. No entanto, a vida na Terra esta submissa a ciclos geofisicos
que impdem um ciclo claro-escuro de 24 horas, sendo a adaptacdo temporal, ou seja o
ajuste de sua fisiologia e comportamento aos sinais externos, fundamental para a
sobrevivéncia das espécies (Golombek e Rosenstein, 2010). Os organismos teriam
enfrentado a selegdo natural em intervalos de oportunidade e adversidade que se repetem
com frequéncias precisas e previsiveis, propiciando que aqueles portando um programa
temporal inato responsavel por oscilagdes circadianas fossem selecionados. Estas sdo
responsaveis por orquestrar a fisiologia e 0 comportamento permitindo que 0s organismos
se antecipem a mudancas ambientais diarias (Pittendrigh, 1993). Desta forma, 0s processos
evolutivos teriam explorado esta previsibilidade e selecionado programas temporais inatos
responsaveis pelas oscilacbes circadianas dos seres vivos (Pittendrigh, 1993).

Portanto, admitir o tempo como dimensdo fundamental da organizacdo dos seres
vivos implica em reconhecer o carater determinante que a organizacdo temporal exerce
sobre a viabilidade das espécies, e que essas manifestacdes de organizacdo temporal
definem o que conhecemos por ritmos biol6gicos (Cerejido, 1988; Pittendrigh, 1993).

Ritmos enddgenos séo encontrados em todos os animais estudados até o momento,
demonstrando sua ubiquidade e evidenciando sua importancia. Dentro desse ponto de
vista, ritmos podem ser entendidos como a manifestacdo de um relégio biolégico endégeno
codificado geneticamente e que pode ser sincronizado com as diversas pistas ambientais,
as quais se manifestam com periodicidade previsivel (Menna-Barreto, 2003). Dentre estas
pistas ambientais, o ciclo claro-escuro aparece como um importante agente de ajuste de
oscilacdes endogenas que se manifestam em aproximadamente 24 horas.

Muitos dos conceitos fundamentais associados com a relagdo temporal entre
organismos e ambiente foram originalmente apresentados pelo trabalho pioneiro e

hipoteses fundamentais de Jirgen Aschoff e, principalmente, Colin Pittendrigh
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(Pittendrigh, 1993; Daan, 2000). A existéncia de um relégio bioldgico faz um ritmo viavel
até mesmo na auséncia de ciclos ambientais, numa situagdo de livre curso, assegurando,
assim, que as funcgdes internas apresentem a sua relagcdo temporal em condic¢des constantes.
Por exemplo, o ciclo de atividade-repouso em seres humanos € mantido mesmo sob
condicBes de isolamento e esté atrelado a temperatura corporal (Aschoff, 1965).

Desde os primeiros relatos sobre a importancia das pistas ambientais para a
sincronizacdo dos organismos, foi proposta a teoria de “fuga da luz” por Pittendrigh
(1993), o qual sugeria que as altas temperaturas encontradas na fase clara do dia seriam
nocivas para a estabilidade de enzimas e processos fisioldgicos, assim como a radiacao
ultravioleta representaria uma ameaca para a estrutura de acidos nucleicos dos seres Vivos.
Esta associacdo pode ter sido o resultado de uma co-evolugdo entre os sistemas de
percepcdo luminosa (fotorreceptores) e os centros geradores de ritmos (osciladores
enddgenos) as mesmas pressdes seletivas: os ciclos diarios de temperatura e luminosidade.

Um estudo recente utilizando Drosophila melanogaster aponta que o fotorreceptor
rodopsina, classicamente presente na retina e associado a detec¢do de luz para formacéo de
imagem, é responsavel pela discriminacdo de temperatura neste animal, permitindo a
escolha por ambientes onde a temperatura esteja dentro da zona de conforto térmico.
Animais com mutacdo no gene que codifica a rodopsina perdem a capacidade da termo-
discriminacdo e, curiosamente, a insercdo da melanopsina, foto-pigmento de vertebrados
responsavel pelo ajuste do relégio central pela luz em mamiferos, foi capaz de restaurar
este comportamento na Drosophila (Shen et al., 2011). Estes achados corroboram a
hipdtese da co-evolucdo dos sistemas de fotorrecepcdo/ termorrecepcdo e osciladores
endogenos frente aos ciclos diarios de temperatura e luminosidade proposta inicialmente

por Pittendrigh (1965). (Para revisao Pittendrigh, 1993).
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3. Deteccéao do sinal luminoso

A geracdo de ritmos bioldgicos é fundamental para a sobrevivéncia da maioria das
espécies, pois propicia que os ajustes internos coincidam com a fase mais adequada do
ciclo ambiental, permitindo aos animais a antecipagéo e sincronizagao dos eventos internos
com os ciclos ambientais, fendbmeno este conhecido como arrastamento. Contudo, a
selecdo dessa caracteristica no curso da evolugdo néo teria sido possivel caso estes animais
ndo possuissem a capacidade de detectar variagdes ambientais. E dentro deste cenario que
se destaca uma importante classe de moléculas, capaz de detectar estimulos luminosos e
enviar esta informacdo para os centros processadores. Tais moléculas sdo conhecidas como
fotopigmentos e possuem uma porgdo proteica - uma opsina - e uma por¢éo ndo proteica -
o cromdforo, substancia responsavel pela detecgdo do sinal luminoso (Van Der Horst e
Hellingwerf, 2004). Uma mudanca na conformacdo do cromdforo pela absor¢do do foton
promove uma alteracdo da proteina que garante a comunicacao do processo e subsequente
disparo de uma via de sinalizacdo. As opsinas de eucariotos possuem sete dominios
transmembranicos, sdo acopladas a proteinas G e sensiveis a estimulacdo em diferentes
comprimentos de onda. Podem ser distribuidas em oito familias, sendo cada familia
correspondente a uma proteina G especifica: (1) opsinas visuais de vertebrados, acopladas
a proteina Gy, (2) encefalopsina/opsina teleost multiple tissue (tmt, OPN3) acoplada a
proteina Gi/Go, (3) melanopsina/OPN4, acoplada a proteina Gy, (4) opsina de
invertebrados, acoplada a proteina Go, (5) neuropsinas/OPN5, acopladas a G;, (6) opsinas
de cnidarios, acopladas a proteina Gs, (7) peropsina, (8) retinal fotoisomerase, sendo as
duas ultimas familias consideradas como fotoisomerases (Figura 2, Koyanagi e Terakita,
2014).

A familia de pigmentos fotorreceptores que tem sido caracterizada mais

detalhadamente ¢ a familia de opsinas visuais, a qual inclui a rodopsina. Dentre as diversas




INTRODUCAO

possibilidades de fungdes das rodopsinas nas diferentes espécies animais (Koyanagi e
Terakita, 2014), destaca-se a da rodopsina presente na retina dos vertebrados, responsavel
pela percepgéo de luz e formacgdo de imagem (Terakita, 2005). Entretanto, outra classe de
opsinas que vem ganhando muito destaque nos Ultimos anos é a familia das opsinas
acopladas a proteina Gq, a qual inclui a melanopsina, hoje bem estabelecida como
fundamental para o ajuste do reldgio biolégico de mamiferos aos ciclos claro-escuro

(Panda et al., 2002, 2003).
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Figura 2. Diversidade Funcional de Opsinas. As opsinas de eucariotos sdo classificadas
funcional e filogeneticamente em 8 familias. Membros das 6 primeiras familias ligam-se ao
croméforo 11-cis-retinal e formam fotopigmentos que ativam vias de sinalizacdo em resposta a
ativacdo de diferentes proteinas G, como mostrado no esquema acima. Duas diferentes vias sao
ativadas: envolvendo nucleotideos ciclicos, por G; G;, Gy e Gs e sinalizacdo envolvendo

fosfoinositideos por opsina acoplada a proteina Gg. Membros dos grupos restantes, peropsina e
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fotoisomerase retinal ligam all-trans-retinal como cromoforo e a luz promove a isomerizacdo para

11-cis-retinal (Koyanagi e Terakita, 2014).

Uma das caracteristicas que distinguem as opsinas dos outros receptores acoplados a
proteinas G € um residuo de lisina na sétima al¢a, que é o local de ligacdo do cromdforo
11-cis-retinal, um aldeido da vitamina A, pela base de Schiff. O croméforo é estabilizado
na opsina atraves dessa ligagdo, que possui pouca estabilidade, sendo necessaria a presenca
de um contra-ion, neste caso o glutamato, que promove estabilidade da ligagdo. O retinal
interage com foton de luz absorvendo a energia e promovendo a isomerizagao do 11-cis-
retinal em all-trans-retinal, o que leva a mudanca de conformacdo da opsina, ativacdo da
proteina G e consequente desencadeamento da via de sinalizacdo. Esses dois processos
conferem estabilidade suficiente ao cromdforo, porém ndo sdo os uUnicos fatores que
influenciam na sua estabilizagcdo. Todos 0s aminoacidos que cercam a regido de ligacdo do
croméforo acabam influenciando essa estabilizacdo e, quanto mais aminoacidos
participarem da estabilizacdo da ligacdo, mais energia sera necessaria para transformar o
retinal de 11-cis para all-trans (Terakita, 2005).

Inicialmente as células fotorreceptoras eram classificadas em duas diferentes
familias, fotorreceptores de invertebrados ou rabdoméricos e fotorreceptores de
vertebrados ou ciliares. Essa classificagdo era baseada nas diferencas entre as vias de
sinalizacdo, a morfologia e a especializacdo das células fotorreceptoras (Koyanagi e
Terakita, 2014). Uma dessas diferencas estava na forma de reisomerizacdo do retinal
(regeneracdo do cromoforo). Nos vertebrados, a transformacdo de 11-cis-retinal em all-
trans-retinal leva ao desacoplamento dessa molécula da porcdo proteica, sendo
considerada, portanto monoestavel. Ja& em opsinas de invertebrados, o cromoforo

permanece ligado a proteina, mesmo ap6s a isomerizacdo, sendo considerado biestavel.
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Esse conceito de mono- e biestabilidade também fortalecia essa abordagem. Recentemente
essa classificacdo foi alterada, uma vez que fotorreceptores rabdoméricos foram
encontrados em vertebrados e fotorreceptores ciliares em invertebrados (Provencio et al.,
1998; Arendt et al., 2003; Isoldi et al., 2005) e que algumas opsinas de vertebrados, como
por exemplo as melanopsinas, foco deste trabalho, apresentam as duas formas de

estabilidade do cromoforo em teledsteos (Davies et al., 2011).

4. Melanopsina: histérico

Em 1998, foi descoberta uma nova opsina em melan6foros de Xenopus laevis,
denominada melanopsina (Opn4, Provencio et al., 1998), que foi posteriormente
identificada na retina de Xenopus e de todas as classes de vertebrados estudadas até o
momento (Bellingham et al., 2006, Davies et al., 2010). Vertebrados ndo mamiferos
apresentam diferentes tipos de opsinas ndo visuais que estdo presentes ndo apenas na
retina, mas também em Orgdos pineais intracraniais e até mesmo em fotorreceptores
localizados no cérebro, sendo essas as responsaveis pela sincronizacdo do organismo com
a luz ambiente (Golombek e Aguilar-Roblero, 2003).

Em contraste, os mamiferos dependem exclusivamente de fotorreceptores presentes na
retina para realizar tal sincronizacdo (Foster, 1998). Estudos realizados com camundongos
knockout para cones e bastonetes (rdrd) demonstraram que esses animais ainda eram
capazes de exibir comportamentos relacionados a sincronizacdo com ciclos ambientais
claro-escuro mesmo na auséncia dessas células fotorreceptoras, enquanto a enucleagdo
bilateral levava a perda da ritmicidade locomotora, sugerindo assim a presenca de um
terceiro fotorreceptor presente na retina de mamiferos (Freedman et al., 1999). Outra

evidéncia que suportava essa ideia era o fato de pessoas cegas ainda serem capazes de
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ajustar seus ritmos ao ciclo claro-escuro (Milies et al., 1977; Orth et al., 1979; Czeisler et
al., 1995; Sack et al., 2000).

Experimentos classicos (Stephan e Zucker, 1972; Ralph et al., 1990) demonstraram
que o reldgio bioldgico central de mamiferos é constituido por dois nucleos hipotalamicos
chamados supraquiasmaticos (NSQ), cuja fisiologia detalharemos adiante. Através da
marcacdo radioativa retrograda das células do ndcleo supraquiasmatico de camundongos,
foi possivel a identificacdo de uma subpopulacdo de células presente na retina, chamadas
de células ganglionares intrinsecamente fotossensiveis (ipRGCs) (Berson et al., 2002). Em
paralelo a este estudo, Provencio e colaboradores indicaram a melanopsina presente nessa
mesma populacdo de células ganglionares como a possivel molécula responsavel pelo
ajuste dos ritmos aos ciclos ambientais (Provencio et al., 2002).

A partir de entdo, diversos grupos iniciaram a busca pela resposta de qual seria de
fato o fotopigmento envolvido na sincronizacdo dos reldgios bioldgicos. Um dos estudos
pioneiros nesta busca utilizou camundongos knockout para melanopsina mantidos em
escuro constante e estimulados por um pulso de luz azul por 15 minutos. Estes animais
apresentaram avanco de fase nos ritmos locomotores, entretanto este efeito foi mais
pronunciado em animais que expressavam melanopsina (Panda et al., 2002). No mesmo
ano, outro grupo de pesquisadores utilizou uma abordagem similar e demonstrou que um
pulso de luz promove tanto um avango de fase nos ritmos locomotores quanto um aumento
no periodo circadiano desses animais. Ainda, um pulso de luz aplicado na fase escura do
ciclo claro-escuro promoveu uma indugdo de c-fos em camundongos selvagem e knockout
para melanopsina, entretanto a magnitude dessa resposta foi 40% menor em animais
knockout (Ruby et al., 2002). Posterior a esses achados, Panda e colaboradores (2003),

utilizando camundongos knockout para Opn4 combinados com homozigotos rdrd,
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demonstraram que a melanopsina é essencial para sincronizar o oscilador circadiano
central destes animais.

A expressdo da melanopsina na retina e em tecidos néo retinianos sugeria um papel
desta opsina na visdo e na fotorrecep¢do ndo visual, assim como no controle fotico da
pigmentacdo da pele de anfibios, abertura pupilar e fisiologia circadiana de mamiferos.
Com a descoberta da melanopsina abriu-se uma nova perspectiva no estudo das opsinas e
de sua funcéo na percepcao luminosa.

Estudos filogenéticos apontam que a melanopsina apresenta somente 27% de
semelhanca na sequéncia de aminoéacidos dos dominios transmembrénicos com opsinas
visuais de vertebrados, e segrega junto com opsinas de invertebrados quando submetida a
analise cladistica (Bellingham e Foster, 2002). Segundo estes autores, membros de uma
mesma familia de opsinas apresentam 85% de semelhanca em sua sequéncia de
aminoacidos, sendo assim, o fato da sequéncia de aminodcidos dos dominios
transmembranicos da melanopsina de camundongo ser apenas 58% idéntica a sequéncia de
Xenopus, e a de Danio rerio 68% idéntica a de camundongo e 56% idéntica a de Xenopus,
levou ao desenvolvimento de novas estratégias experimentais a fim de esclarecer essa
questéo.

Levando em consideracdo essas informacOes estruturais da melanopsina,
Bellingham e colaboradores levantaram a hip6tese de haver mais de um gene para essa
opsina nas diferentes classes de vertebrados. Em 2006, foram identificados novos genes de
melanopsina em Gallus gallus, Danio rerio e Xenopus laevis. Essas sequéncias revelaram a
existéncia de dois genes de melanopsina bastante distintos em diversos vertebrados néo
mamiferos. Um desses genes, chamado de Opn4m (mammalian-like), representa o
verdadeiro ortdlogo da melanopsina de mamiferos. A sequéncia originalmente encontrada

em Xenopus laevis e hoje sabidamente existente nos vertebrados ndo mamiferos €, na
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verdade, representante de um gene diferente, que foi denominado Opn4x (Xenopus-like).
Posterior a esses achados, confirmamos em nosso laboratorio que tanto Opn4x, quanto
Opn4m sdo expressos em melanoforos dérmicos de X. laevis (Bluhm et al., 2012, Moraes
etal., 20144, b).

Curiosamente, esse gene Opn4x foi perdido no genoma dos mamiferos. Andlise
gendmica da sequéncia de Opn4dx de galinhas com o lécus Opn4 de mamiferos nédo
conseguiu identificar o gene Opn4x em nenhum membro dessa classe. Para investigar essa
aparente falta de um ortélogo Opn4x em mamiferos, Bellingham e colaboradores (2006)
decidiram determinar uma detalhada localizagdo genomica para Opn4x em galinhas para
comparar com regies homdlogas do genoma humano. As analises revelaram diversas
regides que sao homologas com porgdes do cromossomo 4 de galinhas adjacente ao l6cus
da Opndx, no entanto, sua ordem foi alterada, indicando um significativo rearranjo
intracromossémico nesta regido. Estes dados sugerem que o lécus ancestral Opn4x dos
mamiferos tenha sido apagado durante essa reorganizacdo cromossémica.

Recentemente foi demonstrado que, diferentemente de outras espécies de
vertebrados ndo mamiferos estudadas até 0 momento, o teledsteo Danio rerio expressa 5
melanopsinas, Opn4m1, Opn4m2, Opn4m3, Opn4x1 e Opn4x2. Todos 0s cinco genes S&o
expressos na retina do animal adulto sendo Opn4m3 a mais abundante e Opn4m1 a opsina
menos expressa (Davies et al., 2011). Em adi¢do a esses achados, nosso laboratdrio
demonstrou a presenca dos cinco genes da melanopsina na linhagem de células
embrionarias de Danio, ZEM-2S (Ramos et al., 2014); entretanto a opsina mais expressa
neste modelo foi Opn4m1, seguida de Opn4m2.

Apesar de elucidada a questdo das variagdes interespecificas da melanopsina, ainda

se faz necessario um estudo mais detalhado sobre sua funcionalidade, para que entdo possa
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ser esclarecida a aparente redundancia da existéncia de duas ou mais melanopsinas em

vertebrados ndo mamiferos.

5. O relogio bioldgico central de mamiferos

Nesta secdo, daremos uma descricdo resumida da anatomia e fisiologia do relégio
central de mamiferos, ja que é deste que se tem um conhecimento mais profundo.

A luz visivel do sol ou de fontes artificiais, em particular o espectro azul (480 nm),
fornece estimulo especifico para as ipRGCs - células ganglionares fotossensiveis - na
retina e, assim, faz a mediacdo da informacao temporal sobre o dia e a noite para o reldgio
mestre que, como ja& mencionado, situa-se no ndcleo supraquiasmatico (NSQ) de
mamiferos. Com esta informacdo, 0 NSQ ajusta seu ritmo ao ciclo claro-escuro ambiental,
sincronizando o restante do organismo ao mesmo (Golombek e Rosenstein, 2010). A
principal aferéncia para 0 NSQ vem da retina através do trato retino-hipotaldmico (TRH),
cuja importancia no arrastamento circadiano foi demonstrada a partir de experimentos
cléassicos de lesdo (Johnson et al.,1988).

A comunicacdo da retina com o NSQ feita pelo TRH, uma via monossinaptica,
utiliza o sinal de glutamato, bem como do peptideo hipofisario ativador de adenilil ciclase
(PACAP, Ebling, 1996; Hannibal, 2002; Chen et al., 1999; Figura 3). Evidéncias apontam
para o glutamato como o principal sinal fético para ajustar o relégio circadiano, uma vez
que (1) este é liberado mediante a estimulacdo elétrica do TRH; (2) diferentes receptores
glutamatérgicos foram encontrados no NSQ, incluindo receptores ionotropicos NMDA,
AMPA, e metabotropicos; e (3) algumas subunidades do receptor de NMDA no NSQ

exibem alteracdes circadianas (Meijer et al., 1988; Mikkelsen et al., 1993; Eling, 1996).
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Figura 3. Representacdo Esquematica da Entrada Fotica pela Retina até os Nucleos
Supraquiasmaticos. (A) A luz é percebida pela retina via melanopsina presente nas células
ganglionares e essa informacdo enviada através do trato retino-hipotalamico aos nucleos
supraquiasmaticos. (B) Subdivisdo do NSQ em areas ventrolateral e dorsomedial. Na area VL-NSQ
neurdnios que expressam genes do reldgio em resposta a luz sdo diretamente inervados pelo trato
retino-hipotalamico (TRH), aferéncias do ndcleo da rafe e do folheto intergeniculado. A direita no
esquema, a area DM-NSQ que é composta por neurdnios que sintetizam 0s neurotransmissores
arginina-vasopressina (AVP) e GABA. Esta regido expressa 0s genes de reldgio de maneira ritmica
e recebe inervacdo da &rea VL-NSQ e de outras &reas hipotalamicas. 3V, terceiro ventriculo. (C)
Acoplamento entre as regides ventrolateral e dorsomedial do NSQ. Neur6nios da area ventrolateral
transmitem a informacdo fotica para a parte dorsal do nicleo possivelmente através do 6xido
nitrico (NO). Adaptado de Golombek e Rosenstein, 2010.

As células do nucleo ventrolateral sdo inervadas pelo TRH e expressam varios genes,
como c-fos e os genes do relogio Perl e Per2 em resposta a estimulacéo fética (Yan et al,
1999; Hamada, et al., 2004), ao passo que a regido DM-NSQ mostra uma oscilagao
circadiana da expressao destes genes. Perl e Per2 sdo regulados diferencialmente nas

areas ventrolateral e dorsomedial (Yan et al, 1999). A porcdo dorsomedial ndo possui
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comunicagdo com o TRH, mas muitos de seus neurbnios que expressam AVP sdo
intrinsecamente ritmicos (Yan et al., 1999). Outros mecanismos de sincronizacao intra-
NSQ incluem os neurotransmissores NO e GABA (Liu e Reppert, 2000; Golombek e
Rosenstein, 2010) que podem retransmitir as informagdes de ajuste de fase da regido dorsal
do NSQ (Figura 3 C). Além do seu papel como um mensageiro intracelular, o0 NO também
atua na transmissdo da informacéo fética por difusdo dentro do NSQ como um mensageiro
extracelular, uma vez que facilmente pode se difundir entre as células. Desta forma, ele
também pode atuar como um sinal extracelular rapido e especifico para o acoplamento de
osciladores neuronais individuais no NSQ. Estudos utilizando sequestrador de NO sugerem
que a sinalizacdo extracelular deste neurotransmissor é necessaria para o0 arrastamento

circadiano por luz (Plano et al., 2007).

6. Maquinaria molecular do rel6gio

A organizacdo circadiana é fornecida em nivel celular por um rel6gio molecular,
que € um oscilador baseado na transcricdo e traducdo de macromoléculas formadas por
genes e proteinas do relégio e por genes controlados pelo reldgio, clock controlled genes
(CCGs) que estdo presente no sistema nervoso central e também em tecidos periféricos
(Albrecht e Eichele, 2003; Buhr e Takahashi, 2013; Zhang et al., 2014).

O funcionamento do relégio circadiano envolve mecanismos de retroalimentagdo
positiva e negativa (Yamazaki et al., 2000; Reppert e Weaver, 2002). De acordo com o
modelo cléssico de regulacdo dos ritmos, a maquinaria molecular é composta por quatro
genes/proteinas e seus paralogos: Clock (Npas2), Bmall (brain and muscle Arnt-like
protein 1), Period (Perl, 2, e 3), Cryptochrome (Cryl e 2), 0s quais promovem em
conjunto a geracdo do ritmo endogeno. Nos mamiferos, as proteinas dos genes Clock e

Bmall, que possuem um dominio basic helix loop helix (bHLH), formam um heterodimero
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e funcionam como fator de transcrigdo para a ativacdo de genes que possuem a sequéncia
E-box na sua regido promotora, em particular os genes Per e Cry (Figura 4) (Albrecht e
Eichele, 2003).

As proteinas PER e CRY formam oligdmeros com uma caseina quinase (CK)1le e
CK 15 que, apos serem fosforilados, sdo transportados do citoplasma para o nicleo. Uma
vez no nucleo, o dimero PER/CRY bloqueia a transcricdo de seus respectivos genes ao
interagir com CLOCK/BMALL inibindo sua acdo (Young e Kay, 2001; Okamura et al.,
2002; Albrecht e Eichele, 2003). Como consequéncia, os niveis de RNAm e de proteina de
PER e CRY véo decrescendo até o ponto em que se tornam insuficientes para reprimir a
atividade de CLOCK/BMAL1, reiniciando um novo ciclo (Yoo et al., 2005). Embora a
inibicdo de CLOCK/BMALL nédo seja um evento bem compreendido, dados da literatura
indicam que CRY poderia atuar como um repressor através da ligacdo primaria a
CLOCK/BMALL, enquanto que a acdo de PER sé é exercida na presenca de CRY, o qual

promove o deslocamento do heterodimero da regido E-box do promotor (Ye et al., 2014).
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Figura 4. Funcionamento da Maquinaria Molecular do Reldgio. CLOCK/BMAL1 se

dimerizam no citoplasma formando um complexo proteico que ird ser translocado ao nucleo e
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controlar a transcricdo de genes alvo através da ligacdo a sequéncia E-box presente no promotor
destes genes (Ko e Takahashi, 2006).

Além do controle da transcri¢do de Per e Cry, CLOCK/BMAL1 inicia outra alca de
feedback, ativando a transcricdo de Rev-erba € Rora, Cujas proteinas competem entre si
pela ligagdo ao elemento responsivo ao ROR (RORES) presente no promotor de Bmall,
onde terdo agdes antagonicas: ROR ativa a transcrigdo de Bmall enquanto que REV-ERB
a inibe (Ko e Takahashi, 2006). As proteinas REV-ERB o aumentam com a indugdo da
transcricdo de Clock/Bmall e vado para o ndcleo, ligando-se ao promotor de Bmall
reprimindo-o0. Quando a proteina REV-ERB esta ausente, o gene Bmall (e possivelmente
também o gene Clock) é liberado, podendo formar novamente o fator de transcricdo
CLOCK/BMAL1, reiniciando um novo ciclo circadiano (Reppert e Weaver, 2001;
Albrecht e Eichele, 2003). O acimulo de proteinas PER e CRY se mantém em antifase
com a transcricdo de Rev-Erbo (Gachon et al., 2004). Todos esses ciclos em conjunto
levam cerca de 24 h para se completarem e a variacdo das concentracGes dessas diferentes
proteinas ao longo do dia constitui a base molecular do relogio bioldgico.

Modificagbes pos-traducionais, como a atividade de fosforilacdo de caseinas
quinase (CK I € e 9), também sdo essenciais para a regulacdo ritmica desses diferentes
fatores, propiciando estabilidade e translocacdo nuclear adequadas. Sua relevancia foi
demonstrada em organismos mutantes que ndo expressavam essas quinases e apresentavam
fenotipos com ritmos circadianos alterados (Gachon et al., 2004).

Como a informacdo ritmica se propaga do oscilador central para o restante do
organismo? Essa comunicacdo é feita pelo controle da producdo e/ou liberacdo de
neuropeptideos, neurotransmissores, hormonios, fatores de transcricdo, moléculas de
sinalizacdo intracelular, dentre outros, que irdo regular a atividade dos neurdnios dos NSQs

que, por sua vez, sincronizam o restante do organismo através de inervacdes diretas sobre o
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tecido-alvo ou por secre¢cdo hormonal de glandulas inervadas por eferéncias do NSQ
(Bosek et al., 2009).

O controle ritmico de producéo e/ou liberagdo dessas substancias é feito pelos clock-
controlled genes (CCGs), diversos genes que tém em comum o elemento E-box em sua
regido promotora, 0 que faz com que suas transcricbes sejam dependentes dos
componentes do relégio biolégico (Figura 5) e, portanto, apresentem uma variagdo ritmica
circadiana. Assim, os CCGs constituem o mecanismo molecular de eferéncia do relégio
circadiano, através do qual todo o organismo pode estar conectado a maquinaria basica do

oscilador central (Zanquetta et al., 2010).
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Figura 5. Regulacdo da Transcricdo de Clock Controlled Genes. O complexo proteico
CLOCK/BMAL1 regula a transcri¢do tanto dos genes pertencentes a maquinaria molecular do
reldgio quanto de um conjunto de outros genes conhecidos como clock-controlled genes (CCGs). O
controle da expressdo de CCGs obedece a um padrdo circadiano, responsavel por ritmicidade de
uma série de processos fisiol6gicos. Linhas retas: estimulacdo; linhas tracejadas: inibicdo
(Zanquetta et al., 2010).
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7. Reldgios periféricos

Nos anos 90, os estudos da expressdo dos genes do reldgio trouxeram para a
comunidade cientifica um resultado inesperado. Diferentes grupos observaram em tecidos
periféricos a transcri¢do de genes do reldgio, os quais exibiam um perfil ciclico (Balsalobre
et al., 1998; Zylka et al., 1998). Estes trabalhos mostraram pela primeira vez a expressao
desses genes fora do ndcleo supraquiasmatico. Trabalhos pioneiros demonstraram que
fibroblastos tratados por altas concentragdes (choque) de soro fetal bovino apresentavam
ritmos robustos de expressdo dos genes do relogio (Balsalobre et al., 1998) e que, em
cultura de 6rgdos de ratos transgénicos tendo o gene da luciferase incorporado na regido
promotora do gene Perl (Perl:Luc), a expressdo deste gene se mostrava ritmica
(Yamazaki et al., 2000). Em adicdo a esses achados, Yagita e colaboradores (2001)
mostraram, também por registros de bioluminescéncia, que cultura de fibroblastos
apresentavam oscilagdes auto-sustentadas e osciladores autbnomos em cada célula,
semelhante ao observado em NSQ. Elegantes estudos de dois diferentes grupos
propuseram que o NSQ seria o responsavel por sincronizar as populagdes celulares dos
tecidos periféricos e assim manter as células em fase (Sakamoto et al., 1998; Guo et al.,
2006).

Através do estudo com ratos transgénicos Perl:Luc Yamazaki e colaboradores
(2000) demonstraram que fatias de NSQ apresentavam ritmo constante de expressédo de
Perl, enquanto explantes derivados do pulmdo e figado rapidamente perdiam suas
oscilacBes, indicando que a via de comunicacdo do reldgio central com os reldgios
periféricos poderia ser importante para a manutencdo dos ritmos periféricos. A perda
gradual da oscilacdo dos relogios periféricos na auséncia de sinais do NSQ sugere que 0
ajuste de fase dos osciladores periféricos seja diariamente controlado pelo marcapasso

central. A partir desses achados acreditava-se que este conceito de controle ritmico do
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oscilador central sobre os periféricos era baseado em relagdes de subordinag¢do, onde o
relégio central possuiria dominancia sobre os periféricos (Ripperger e Schibler, 2001; Carr
e Whitmore, 2005). No entanto, varios laboratorios demonstraram a independéncia do
oscilador em muitos tecidos (YYamazaki et al., 2000; Abe et al., 2002; Bartell et al., 2004;
Yoo et al., 2004; Costaet al., 2005; Davidson et al., 2005) e hoje esse conceito foi
reestruturado levando-se em consideracdo uma maior integracdo dos sistemas periféricos e
central para a geracdo de uma resposta ritmica homeostatica. Outra importante evidéncia
que corrobora essa ideia é a forte conexdo do sistema enddcrino com o sistema circadiano.
Tem sido, desde h& muito tempo, reconhecido que a liberacdo de muitos hormonios
apresenta variagdo ao longo de 24 horas (Andrews e Folk, 1964) e, recentemente, avangos
na biologia molecular e medicina demonstraram que a comunicacgao do sistema circadiano
e endocrino ndo é apenas unidirecional, mas sim bidirecional, incluindo uma
retroalimentacdo enddcrina sobre a funcdo do reldgio central (Tsang et al., 2013).

Ciclos de alimentacdo sdo considerados zeitgebers dominantes para varios 6rgaos
de mamiferos, incluindo rim, pancreas e musculo cardiaco (Damiola et al., 2000),
entretanto os resultados mais pronunciados de arrastamento alimentar foram observados no
figado (Hara et al., 2001; Stokkan et al., 2001).

Em paralelo aos estudos realizados com mamiferos, muitos grupos vém buscando
entender a sincronizacdo de tecidos periféricos em animais que percebem luz fora da
retina. Estudos utilizando Drosophila e Danio rerio Per:Luc mostraram que existem
osciladores periféricos independentes em diferentes tecidos desses organismos (Plautz et
al., 1997; Car e Whitmore, 2005). A partir destes estudos, diversos outros laboratorios
demonstraram a independéncia dos osciladores periféricos, os quais provavelmente devem

conter elementos sincronizadores proprios.
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Foi demonstrada no peixe Danio rerio, popularmente conhecido como zebrafish, a
expressao de seis genes Crys, cryla, 1b, 2a, 2b, 3 e 4, e quatro genes Pers, perla, 1b, 2 e
3. Todos esses genes exibem padrédo ciclico de expressdo em ciclo claro-escuro, o qual
persiste em escuro constante, exceto Per2 (Cahill, 2002). Entretanto somente Per2 e Cryla
séo conhecidos por serem induzidos por luz (Vatine et al., 2011), e parecem ter um papel
critico no reset do reldgio circadiano.

Estudos em linhagens celulares e tecidos fotossensiveis de Danio rerio revelaram
que estimulos luminosos sdo capazes de regular a transcri¢ao de genes de reldgio de forma
fase-dependente (Whitmore et al., 1998; Vallone et al., 2004; Carr e Whitmore, 2005;
Tamai et al., 2005; Ramos et al., 2014). Nestes estudos, os autores sugerem diferentes
fotopigmentos como responsaveis por este efeito bioldgico, tais como criptocromos (Tamai
et al., 2007), TMT (Moutsaki et al., 2003; Cavallari et al., 2011) e melanopsinas (Cavallari
etal., 2011; Ramos et al., 2014).

Estudos de nosso laboratdrio revelaram que células da linhagem embrionéria ZEM-
2S de Danio rerio expressam 5 melanopsinas Opn4 e quando submetidas a ciclo claro-
escuro (12:12 CE), essas células apresentam ritmos circadianos robustos na expressdo de
Perl e Crylb, indicando que a presenca de um fotopigmento é capaz de sincronizar a
expressdo de genes de reldgio neste modelo celular em resposta a luz (Farhat et al., 2009).

Fotorreceptores, cones e bastonetes, de Xenopus laevis possuem um reldgio
circadiano bem estudado que controla a sintese e liberacdo de melatonina (Cassone, 1998).
Anélise da expressdo dos genes do reldgio na retina de X. laevis in vivo mostrou que Perl e
Per2 sdo ritmicamente expressos em ciclo claro-escuro e que entre todos 0s criptocromos
expressos, somente Cryl apresenta robusto ritmo nessas condi¢bes (Zhu e Green, 2001).
Demonstramos, em melanoforos de X. laevis, que a exposi¢do da cultura a 12:12 CE

induziu ritmicidade na expressdo de Opn4x (Moraes et al., 2014a).
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Também em células da retina de embrido de galinha mantidas em 12:12 CE foi
observado um padrdo ritmico de transcricdo para Clock, Per2, Opndm, N-Acetiltransferase
e Tirosina Hidroxilase (Lima et al., 2011).

Se compararmos osciladores centrais e periféricos, € notério que ambos apresentam
caracteristicas praticamente idénticas no que se refere ao mecanismo molecular de controle
dos ritmos, exceto pela diferenca de comportamento quando séo colocados em cultura.
Osciladores centrais em cultura mantém a expressdo ritmica dos genes do reldgio,
enquanto que osciladores periféricos ndo sdo capazes de sustentar esse ritmo por muitos
dias, perdendo gradualmente sua oscilagdo (YYamasaki et al., 2000). In vivo, o oscilador
central atua promovendo o acoplamento dos reldgios periféricos e assim garantindo a
homeostase do organismo. Na auséncia do oscilador central, os relogios periféricos passam
a manifestar seu ritmo enddgeno, onde cada 6rgéo, tecido e célula assume seu proprio

periodo (Figura 6) (Gachon et al., 2004).
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Figura 6. Sincronizacdo do Sistema Circadiano em Mamiferos. (A) Arrastamento fético do
reldgio central, que promove um sinal de acoplamento sobre os inimeros osciladores periféricos.

(B) Apos lesdo do NSQ, os reldgios periféricos continuam oscilando, mas as fases ndo sdo mais
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ajustadas entre si, e 0s animais passam a apresentar comportamentos arritmicos (Gachon et al.,
2004).

Postulou-se, entdo, que osciladores periféricos de mamiferos dependem de sinais
sincronizadores neurais ou humorais do oscilador central no NSQ para manter a
homeostase do organismo (Yamazaki et al., 2000), ao contrario do que ocorre em
organismos com tecidos periféricos fotossensiveis, capazes de se sincronizarem com o
ciclo claro-escuro até mesmo quando isolados (Whitmore et al., 2000). Entretanto, é
importante destacar que outros fatores abidticos podem atuar como sincronizadores nas
diferentes espécies e nos varios tipos celulares (Balsalobre et al., 1998; 2000; Akashi e
Nishida, 2000; Yagita e Okamura, 2000; Yagita et al., 2001) dentre eles a temperatura, que
vem ganhando grande destaque na comunidade cientifica por ser um importante agente

arrastador dos ritmos bioldgicos (Buhr et al., 2010).

8. Endotelinas

Vertebrados ectotérmicos apresentam células pigmentares, os cromatoforos,
responsaveis pelo ajuste da cor do animal gracas a migracdo rapida de pigmentos,
permitindo que estes animais possam se confundir com o ambiente. Essa rapida migracao
de pigmentos esta sob controle de sistemas neurais e/ou hormonais (Bagnara e Hadley,
1973). Diversos hormdnios e neurotransmissores estdo envolvidos nesta modulacdo, tais
como o-MSH (horménio estimulante de melandcitos) produzido na pars intermedia da
glandula hipéfise ou pela propria pele, MCH (hormonio concentrador de melanina)
produzido por neurénios hipotalamicos do nucleo lateralis tuberis, melatonina, a principal
indolamina produzida pela glandula pineal, catecolaminas do sistema nervoso simpatico e

medula adrenal, prolactina sintetizada na pars distalis de vertebrados e, em aves, na pars
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tuberalis da hipofise, e endotelinas (ETs), produzidas pelas células endoteliais e pelos
queratinocitos (Bagnara e Hadley, 1973; Fujii et al., 1993; Filadelfi et al., 1996; 2002;
2004; Fujita e Fujii, 1997; Camargo et al., 1999).

Endotelinas (ET) sdo potentes peptideos vasoconstritores, inicialmente isolados e
identificados em cultura de células endoteliais de aorta porcina, sendo constituidos por 21
aminoacidos (Yanagisawa et al., 1988). Sdo encontrados trés genes humanos distintos,
endotelina-1 (ET-1) classica, endotelina-2 (ET-2) e endotelina-3 (ET-3) (Bloch et al.,
1989, Yanagisawa e Masaki, 1989). Dadas as diferencas estruturais e farmacoldgicas das
trés isoformas de endotelina humana, levantou-se a hipéGtese de que estes peptideos
desempenhassem papéis fisioldgicos distintos, possivelmente por interagirem com
diferentes subtipos de receptores para endotelina (Inoue et al., 1989).

De fato, trés subtipos de receptores para ETs foram identificados na década de 90,
apresentando as seguintes ordens de afinidade: ETa, ET-1>ET-2>ET-3 (Arai et al., 1990),
ETg, ET-1=ET-2=ET-3 (Sakurai et al., 1990) e ET¢, ET-3>ET-1=ET-2 (Karne et al.,
1993). ETA € ETg foram clonados a partir de material genético de mamiferos (Arai et al.,
1990; Sakurai et al., 1990), enquanto que ETc foi caracterizado em melanoforos de
Xenopus laevis (Karne et al., 1993). Todos os receptores para endotelinas apresentam sete
alcas transmembranicas, e pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina G
(GPCRs) (Arai et al., 1990; Sakurai et al., 1992; Karne et al., 1993).

Inicialmente, acreditava-se que apenas as células endoteliais vasculares produzissem
endotelina, no entanto atualmente sabe-se que ETs, em geral, podem ser sintetizadas por
diversos outros tecidos (Rubanyi e Polokoff, 1994) e que tanto aqueles, como outros
tecidos, expressam diferentes receptores de ETs, propiciando a ativacdo das mais diversas
vias de sinalizacdo intracelular. Os receptores de ET mais amplamente estudados séo os

ETa, 0s quais apresentam maior afinidade pela endotelina-1. Para estes receptores tém sido
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descritas, na literatura, diversas vias de sinalizacdo intracelular, tais como da fosfolipase C
(PLC) (Sokolovsky, 1991), da fosfolipase A, (PLA;) (Aramori e Nakanishi, 1992), da
producdo de AMPc (Sokolovsky et al., 1994) e de GMPc (Sharaga-Levine e Sokolovsky,
1996), do aumento nos niveis de calcio (Ca*") citosélico (Koizumi et al., 1994), e da
cascata de sinalizacdo por proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) (Kasuya et al.,
1994).

Em vérias espécies de peixes teledsteos, as ETs induzem a agregagdo pigmentar em
melanoforos (Fujii et al., 1993; Hayashi et al., 1996; Ramanzini et al., 2006) através da
ativacdo de PLC e consequente aumento de 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3), elevacdo da
concentracdo intracelular de Ca”** e ativacdo de uma proteina quinase C dependente de
calcio (Fujii et al., 1993; Hayashi et al., 1996; Murata e Fujii, 2000). Em células GEM-81
de eritroforoma do tele6steo Carassius auratus, que expressam rodopsina e receptor para
endotelina subtipo ET a, foi demonstrado que SRTX S6c¢, andlogo de ET, modula os niveis
de RNAm para rodopsina de forma tempo- e dose dependente. Essa modulacgdo envolve a
ativacdo de uma PKC e da via das MAPKSs (Lopes et al., 2010).

Em anfibios, ET-1, 2 e 3 atuam promovendo o escurecimento da pele em Rana
catesbeiana e Bufo ictericus (Filadelfi et al., 1996), entretanto ET-3 é a mais potente em
promover esta resposta. De fato, o receptor ETc, clonado em Xenopus laevis, é ativado
preferencialmente por ET-3, a qual desencadeia escurecimento ou dispersao de granulos de
melanina (melanossomos) dependente da dose (Karne et al., 1993; Camargo et al., 1999;
Fujii, 2000).

Na epiderme humana, os melanossomos melanizados sdo transferidos dos
melanocitos para 0s queratindcitos vizinhos que, por sua vez, sintetizam e secretam ET-1, a
qual atua sobre os melandcitos de maneira paracrina (Imokawa et al., 1986; 1992). A

radiagdo UV estimula os melandcitos via secrecdo de endotelina a qual atua como agente
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mitogénico e melanogénico nos proprios melandcitos (Yada et al., 1991; Imokawa et al.,
1992; 1995).

Além do papel da endotelina sobre sistemas pigmentares, tem sido estudado o seu
efeito sobre a sincronizacdo/inducdo da transcricdo de genes do reldgio (Yagita e
Okamura, 2000; Takashima et al., 2006; Farhat et al., 2009). Como dito anteriormente,
endotelina-3 promove dispersdo de grénulos de melanina em melanéforos de Xenopus
laevis (Karne et al., 1993), efeito similar ao da luz. No entanto, apesar de em ceélulas
embrionarias ZEM-2S do peixe Danio rerio, a luz ser também um importante sinalizador
que sincroniza a expressao de genes do relogio (Farhat et al., 2009), endotelina ndo atua
como sincronizador neste tipo celular. Em contraste, em fibroblastos de mamiferos tem
sido descrito que endotelina rapidamente induz a transcrigdo de Per2 (Yagita e Okamura,
2000) através da mobilizacdo de célcio intracelular (Takashima et al., 2006).

No mesmo estudo com células embrionérias ZEM-2S em cultura, foi observado um
efeito dose-dependente da endotelina sobre a expressdo de Opn4m2. O tratamento com
endotelina-1 10™° e 10™ M promoveu forte ativacdo da transcricdo, enquanto que em
maiores concentragdes (10 e 10° M) houve inibicdo da expressdo de Opn4m2 na maioria
dos tempos analisados (Farhat et al., 2009).

Estes estudos em conjunto levantam a hipdtese de que, em modelos animais onde
esteja presente alguma opsina, a informagdo de luz e hormdnio, neste caso endotelina,
poderiam exercer funcdes diferentes no controle da maquinaria molecular dos genes do

reldgio.
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9. Modelo de estudo: melandforos de Xenopus laevis

Os melandforos embrionéarios de Xenopus laevis vém sendo amplamente utilizados
em estudos sobre farmacologia hormonal, citoesqueleto e migragdo de pigmentos, vias de
sinalizacéo celular (Salim e Ali, 2011) entre outros. Entretanto, nenhum dos autores tem
considerado o papel dos genes do reldgio nesses diferentes processos fisiologicos. E
importante destacar ainda que os melanoforos de Xenopus apresentam a capacidade de
rapidamente responderem a luz com translocacdo de seus granulos de melanina pelo
citoplasma (Rollag, 1993). Essa habilidade de migracdo dos granulos de melanina é
também desencadeada por uma série de hormdnios, e é facilmente observavel em células
pigmentares de vertebrados ectotérmicos, o que os torna uma ferramenta Util para estudar
0s principais eventos envolvendo a expressao de genes especificos e suas fungoes.

Durante estagios embrionarios ou larvais de peixes e anfibios, momento em que os
cromatdforos apresentam independéncia do sistema nervoso e/ou enddcrino, pode ocorrer
resposta direta a luz (Ohta, 1983, Miyashita et al., 1996; Moriya et al., 1996). Com o
desenvolvimento ontogenético, essa resposta torna-se dependente do controle neural e/ou
enddcrino e s6 reaparece, na maioria dos casos, se os cromatéforos forem desenervados ou
colocados em cultura primaria (Fujii, 2000). De fato os melanéforos embrionérios de
Xenopus, modelo utilizado nesta tese, apresentam respostas diretas a estimulacéo por luz
(Rollag, 1993), fenbmeno este que, como ja mencionado, envolve a participacdo da
melanopsina (Isoldi et al., 2005). Posteriormente foi identificada a presenca da maquinaria
molecular dos genes do relégio neste modelo, colocando-o como um possivel candidato a
relogio periferico (Bluhm et al., 2012; Moraes et al., 2014b).

Assim, estudos utilizando o modelo de melanéforo de Xenopus vém trazendo
importantes contribuicbes na compreensdo da fisiologia da pigmentacdo (Isoldi et al.,

2010; Moraes et al., 2014a,b). Em 2005, nosso grupo em colaboragdo com I. Provencio
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(Isoldi et al., 2005) demonstrou pela primeira vez o mecanismo de sinalizagédo da
melanopsina. Através da analise de dispersdo de granulos de melanina em resposta a
estimulacdo por luz branca, na presencga ou auséncia de diferentes bloqueadores de vias de
sinalizacéo, foi proposta a participacdo da via dos fosfoinositideos. Neste mesmo estudo,
foi demonstrado um aumento na producdo de GMPc em resposta a luz, entretanto o
bloqueio de PKG ndo foi capaz de inibir a resposta de dispersdo, deixando em aberto o
papel do GMPc neste tipo celular. Posteriormente, Isoldi e colaboradores (2010)
continuaram investindo no estudo dos mecanismos intracelulares da pigmentagdo, porém
agora, na tentativa de entender os possiveis crosstalk entre as vias de sinalizagdo da luz e
do hormoénio a-MSH, uma vez que estes dois estimulos promovem o mesmo efeito sobre a
pigmentacgéo, ou seja, dispersam granulos de melanina neste modelo, entretanto ativando
diferentes mensageiros intracelulares. Recentemente, foi avaliado o efeito da endotelina
sobre as melanopsinas (Moraes et al., 20014a), da melatonina e do a-MSH sobre 0s genes
do reldgio e melanopsinas (Bluhm et al., 2012; Moraes et al., 2014b). Melanopsinas,
Opn4x e Opn4dm, exibem uma robusta variagdo temporal em ciclos claro-escuro. Quando
endotelina foi administrada nessa condi¢do o ritmo de expressdo das melanopsinas foi
abolido e um aumento pronunciado do RNAm foi observado para Opn4x. Embora seja bem
descrito na literatura que endotelina atua como potente sincronizador (Nakahata et al.,
2006), este efeito ndo foi observado nos melandforos de Xenopus (Moraes et al., 2014a).
Semelhantemente, embora melatonina e a-MSH tenham sido utilizados como potenciais
sincronizadores da expressao génica, nenhum efeito sobre a sincronizacgdo foi observado
(Moraes et al., 2014b).

Em adicdo a esses achados, sabe-se que a tirosinase, enzima chave na sintese de
melanina (Hearing, 2011), possui uma sequéncia E-box na regido de seu promotor (Murre

et al., 1989; Bentley et al., 1994; Camp et al., 2003; Murisier e Beermann, 2006). Como ja
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mencionado, as proteinas dos genes do relégio sdo capazes de controlar a transcricdo de
genes atraves desse elemento E-box, impondo um padrdo ritmico de expresséo,
caracterizando estes genes como CCGs (Storch et al., 2002; Mclintosh et al., 2010). Dessa
forma o gene da enzima tirosinase poderia ser considerado um CCG e a producgédo e/ou
dispersdo de melanina poderia ser um dos processos modulados por um mecanismo
temporal. Essas informagfes em conjunto tornam os melanoforos de Xenopus um
promissor modelo de reldgio periférico para investigar mecanismos bioldgicos envolvendo

luz e hormodnios.
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“O tempo é relativo e ndo pode ser medido exatamente do mesmo modo e por toda a

)

parte.’

Albert Einstein



OBJETIVO

Desde a descoberta da melanopsina em melandforos de Xenopus laevis em 1998,
diversos estudos foram realizados a fim de identificar sequéncias dessa molécula em outras
classes de vertebrados. A partir de 2006, com a descoberta de dois diferentes genes para a
melanopsina em vertebrados ndo mamiferos, e a constatacdo de que mamiferos apresentam
apenas um desses genes, sendo este essencial para o ajuste dos ritmos biolégicos ao ciclo
claro-escuro, tornou-se necessaria uma investigagdo mais detalhada sobre a fungdo das
melanopsinas em vertebrados ndo mamiferos. Atualmente se sabe que melandforos de X.
laevis apresentam duas melanopsinas, Opn4x e Opn4dm, e expressam a maquinaria dos
genes do reldgio, podendo ser considerados como possiveis candidatos a desempenharem a
funcdo de reldgios periféricos. Somado a isso, até o presente momento, os resultados no
que se refere a localizacdo e quantificagdo proteica sdo ainda muito escassos em
vertebrados ndo mamiferos, sendo a maior parte oriunda de modelos de mamiferos.
Baseado nessas informagdes, e que os melandforos apresentam respostas biolégicas a luz, é
instigante esclarecer a funcionalidade das melanopsinas presentes neste modelo, sua
localizagé@o proteica, bem como a relagcdo entre estimulagdo das melanopsinas e ativagédo
dos genes do reldgio. Ainda mais, o hormdnio endotelina exerce o mesmo efeito que a luz,
causando dispersdo de melanossomos em Xenopus laevis e atua promovendo a
sincronizagdo dos genes do relégio em Danio rerio. Com base nesta fundamentacéo,
objetivou-se:

e ldentificar a presenca e localizacdo das proteinas OPN4x e OPN4m em
melanoforos de Xenopus laevis.

e Determinar os efeitos tempo-dependentes da luz sobre a expressdo dos genes do
relégio em melanoforos de Xenopus laevis.

e Determinar o papel das melanopsinas na resposta dos genes de relogio a luz em

melano6foros de Xenopus laevis.
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Esclarecer o mecanismo de transducdo do sinal luminoso em melandforos de
Xenopus laevis.

Determinar os efeitos tempo- e dose-dependentes da endotelina sobre a expressao
dos genes do relégio em melandforos de Xenopus laevis.

Verificar se endotelina atua como agente sincronizador em melanéforos de Xenopus

laevis.




MATERIAL E METODOS

“Descobrir consiste em olhar para o que todo mundo estd vendo e pensar uma coisa

diferente”.

Roger VVon Oech



MATERIAL E METODOS

1. Cultura de melanéforos de Xenopus leavis

Melanoforos de X. laevis gentilmente doados pelo Professor Mark Rollag
(Uniformed Services University of the Health Sciences, Maryland, EUA, originalmente
adquiridos da ATCC, Virginia, EUA) foram mantidos em meio L-15 (Atena, Sao Paulo,
Brasil) 60%, 5 mg/L insulina/transferrina/selénio, suplemento de hipoxantina/timidina 1x,
10% de soro fetal bovino ndo-inativado, 1% de antibiético/antimicético (10.000 U/mL
penicilina/10.000 pg/mL estreptomicina/ 25ug/mL anfotericina B) (todos da Gibco,
California, EUA), pH 7,5, em estufa a 25°C. O meio de cultura foi trocado semanalmente e
as células subcultivadas (1:3) quando atingiam a confluéncia nos frascos. Para tanto foram
removidas com solucdo Tyrode/EDTA (NaCl 8,0 g/L; KCI 0,2 g/L; NaHCO3; 1,0 g/L;
NaH,PO,4 0,05 g/L; MgCl, 1,0 g/L; EDTA 1,86 g¢/L) e transferidas para novos frascos.

Para a realizacdo dos experimentos, a concentracdo de soro fetal bovino foi
reduzida para 2% e retinaldeido (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) foi adicionado a fim de

obter-se uma concentracéo final de 107 M.

2. Determinacdo da presenca das proteinas melanopsinas OPN4x e OPN4m por

ensaio imunocitoquimico

A expressdo e localizacdo das proteinas nos melandforos foram avaliadas por
ensaio de imunocitoquimica. Neste processo, as preparacdes fixadas e permeabilizadas
foram incubadas com anticorpos especificos para as proteinas em questdo. A localizacdo
dos anticorpos primarios foi visualizada com anticorpos secundarios conjugados com o
fluoroforo Cy3.

Anticorpos anti-melanopsina de Xenopus foram desenvolvidos em coelhos
inoculados com os antigenos OPN4x por¢do N-terminal e OPN4m porgdo C-terminal

(Covance, New Jersey, EUA), conforme sequéncias apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Sequéncia dos Antigenos Inoculados em Coelhos

Sequéncia Fonte da obtencao

Xenopus laevis | Met- Asp- Leu- Gly- Lys- Thr- Val- Glu- | Covance, produzido em coelho,

OPN4x Tyr- Gly- Thr- His- Arg- GIn- Asp- Cys ndo comercial.

Xenopus laevis | Cys- Leu- Gly- Ser- Leu- Leu- Arg- Val- | Covance, produzido em coelho,

OPN4m Lys- Arg- Arg- Asp- Ser- Arg- Ser nao comercial.

Os melanéforos foram semeados em uma densidade de 10* células/poco em
laminas de 8 pocos, especificas para imunocitoquimica de células em cultura. O meio
continha retinaldeido 107 M e 2% de soro fetal bovino. Vinte e quatro horas apés a
semeadura, 0 meio foi removido e as células foram fixadas em 4% de paraformaldeido
diluido em PBS, a 4° C durante 1 h. Apos o periodo de fixacdo, as células foram lavadas
com PBS 3 vezes por 10 min. Em seguida, os sitios ndo especificos foram bloqueados com
3% de soro de cabra (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) diluido em PBS durante 30 min a 4°
C. Apo6s novas lavagens com PBS (3x, 10 min), as células foram incubadas overnight a 4°
C com o anticorpo primario para OPN4x ou com o0 anticorpo priméario para OPN4m, nas
concentracdes 1:100 a 1:5000 em tampdo de incubacdo. Apos 3 lavagens de 10 min com
PBS, as células foram incubadas com anticorpo secundario anti-coelho, conjugado ao
fluoréforo Cy3 (feito em cabra, Jackson Immunoresearch, Pennsylvania, EUA) na diluicdo
1:500 em tampdo de incubacdo, por 1 h, protegidas de luz, a temperatura ambiente.
Anticorpos primarios e secundarios foram preparados em tampdo de incubacdo contendo
1% de albumina de soro bovino, 0,25% de carragenina lambda e 0,3% de Triton X-100
(todos Sigma-Aldrich, Missouri, EUA).

Em seguida, as ldminas foram novamente lavadas 3 vezes em PBS por 10 min e

receberam meio aquoso Vectashield contendo DAPI (Vector Laboratories, California,
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EUA), sendo recobertas com laminulas. As imagens foram obtidas em microscépio
invertido de fluorescéncia Axiovert 40 CFL (Zeiss, Alemanha).

Para determinar a especificidade dos anticorpos, 0 mesmo protocolo foi utilizado
para os ensaios de competicdo. Utilizamos os peptideos antigénicos usados para inoculagao
dos coelhos nas seguintes diluigdes: 1mg/mL, 0,1mg/mL, 0,01mg/mL, 0,001mg/mL,
0,0001mg/mL, 0,00001mg/mL. Os anticorpos anti-OPN4m e anti-OPN4x (separadamente)
na diluicdo 1:1000 foram adicionados as solucbes dos peptideos respectivos e incubados
em temperatura ambiente durante 1 a 2 horas sob agitacdo. Controles positivos foram
realizados na presenca dos anticorpos especificos e na auséncia dos peptideos. Como
controle negativo foram utilizados os pré-soros (obtidos dos coelhos antes das inoculagfes)

respectivos.

3. Ensaio de dispersédo de granulos de melanina

Melané6foros foram semeados (5x10* células/pogo em placa de 96 pocos) e mantidos
em escuro constante (EC) por 24 h e entdo divididos em seis grupos: (1) células mantidas
em EC; (2) células estimuladas por luz branca (600 lux — 87,85 pwatts/cm?, Ecolume full-
spectrum, lampada de luz branca, modelo YZ8W, S&o Paulo, Brasil) por 10 min; (3)
células estimuladas por luz azul LED (600 a 650 lux - 87,85 a 95,17 pwatts/cm?, 450 —
475nm, Golden plus, Séo Paulo, Brasil) por 10 min; (4) células tratadas com endotelina-3
10 M por 1, 2 e 6 horas; (5) células tratadas com endotelina-3 10° M por 1, 2 e 6 horas;
(6) células tratadas com endotelina 10® M por 1 hora e estimuladas com luz azul por 10
min no inicio do tratamento hormonal.

A dispersdo dos melanossomos foi quantificada por absorbancia absoluta a 530 nm
em um leitor de placa (SpectraMax 250, Molecular Devices, Germany). Analise por

ANOVA one-way seguida de Tukey foi utilizada para determinar diferencas estatisticas
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entre as absorbancias de grupos estimulados por luz, tratados ou ndo com endotelina-3 e 0
controle. A significancia das diferengas entre doses hormonais e grupo controle e entre

tempos foi determinada por ANOVA two-way seguida por Bonferroni.

4. Expressdo temporal dos genes de relogio Perl, Per2, Clock e Bmall em
melanoforos submetidos a ciclo claro-escuro (12:12 CE, luz branca) ou escuro
constante (EC)

Melanéforos de Xenopus laevis foram semeados (2x10° células/frascos de 25cm?)
em meio utilizado para os protocolos experimentais, como acima descrito no item 1. As
células foram submetidas a ciclo claro-escuro com 600 lux (87,85 pwatts/cm?) de
intensidade (Ecolume full-spectrum, lampada de luz branca, modelo YZ8W) ou em escuro
constante por 5 dias, sem nenhum tipo de manipulacdo. No inicio do sexto dia, 0 RNA
total foi extraido a cada 4 horas por 24 horas (Figura 7). Foi utilizada luz vermelha de
baixa intensidade (aproximadamente 20 lux, 7W Konex bulb, filtro Safe-Light GBX-2,

Kodak, Nova lorque, EUA) para a manipulacdo das células em escuro (trocas de meio,

extracdo de RNA etc.).
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Escuro Constante

Dia0 Dia1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia &6

!

Extracdo de RNA total a cada
4 horas por 24horas

CE 12:12

Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia §

l-----l-

Extracdo de RNA total a cada
4 horas por 24horas

Figura 7. Protocolo de Escuro Constante (EC) e Ciclo 12:12 Claro-Escuro (CE). As células
foram mantidas em EC ou CE por 5 dias sem nenhuma manipulagdo. No sexto dia, 0 RNA total foi

extraido a cada 4 horas por um periodo de 24 horas.

5. Expresséo dos genes de relogio Perl, Per2, Clock e Bmall em melanéforos

submetidos a pulsos de luz azul ou vermelha

Os melanéforos de Xenopus laevis foram semeados em uma densidade de 2x10°
células/frasco de 25 cm? e mantidos em escuro constante por trés dias, apds o que, de
acordo com dados da literatura, tecidos periféricos e células em cultura ndo mais exibem
ritmos circadianos (YYamasaki et al., 2000; Car e Whitmore, 2005). No inicio do quarto dia,
as células foram separadas em trés grupos: (1) células controle, em escuro constante; (2)

células estimuladas por LED azul (450-475nm, 4,6 watts, Golden plus, Sdo Paulo, Brasil)
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com intensidade aproximada de 600 a 650 lux (87,85 a 95,17 pwatts/cm?) por 10 min; (3)
células estimuladas por LED vermelha (615-635 nm, 3 watts, Golden plus, Séo Paulo,
Brasil) com intensidade aproximada de 600 a 650 lux (87,85 a 95,17 pwatts/cm?) por 10
min. O RNA total foi extraido das células dos grupos controle e estimulados 1, 2, 6 e 12
horas ap6s o pulso de luz (Figura 8).

As lampadas foram chamadas de azul ou vermelha de acordo com o uso derivado da
sensacdo de cores humana (Bruno e Svoronos, 2005). A intensidade da luz escolhida
baseou-se no fato de que a estimulacdo por LED azul (470 nm) em 4,8 mW/cm? é
suficiente para causar uma reducdo de 73% da viabilidade das células do epitélio

pigmentar retiniano (EPR) (Nakanishi-Ueda et al., 2013).

/ Estimulag¢ao por luz azul ou vermelha \

Dial Dia2 Dia3 Dia4

lh 2h 6h 12h
Extracio total de RNA

Pulso de luz azul
(450 -475 nm), ou
+  vermelha (615-635
nm), por 10 minutos
no inicio do quarto
dia

Figura 8. Protocolo de Estimulacdo dos Melandforos por Luz Azul ou Vermelha. Células
foram mantidas 3 dias em escuro constante e no inicio do quarto dia receberam um pulso de luz
azul ou vermelha por 10 min. O RNA total foi extraido 1, 2, 6 e 12 horas apds a estimulagdo por

luz.
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6. Expressdo dos genes de reldgio Perl, Per2, Clock e Bmall em melandforos
submetidos a pulso de luz azul na presenca de inibidores de componentes de

vias de sinalizacdo
Para investigar as possiveis vias de sinalizacdo disparadas por estimulo luminoso que
levassem a ativacdo dos genes do relogio, as células foram separadas em 4 grupos: (1)
células controle negativo em escuro constante; (2) células em escuro constante na presenca
de inibidores especificos; (3) células controle positivo em escuro constante, submetidas a
pulso de luz azul por 10 min, como descrito no item 5; (4) células em escuro constante,
submetidas a pulso de luz azul na presenca de inibidores especificos. Os inibidores foram
adicionados a cultura 30 min antes do estimulo de luz e permaneceram durante todo o
experimento. Baseado nos resultados obtidos no protocolo 5, o efeito dos inibidores sobre
as vias de sinalizacdo foi avaliado para Perl e Per2 no seu ponto de maior expressao, 6
horas ap6s o pulso de luz azul. Foram utilizados os seguintes inibidores: inibidor de
fosfolipase C - PLC (U73122) e inibidor de proteina quinase C - PKC (R031-8220) (Enzo
Life Sciences, Nova lorque, EUA), ambos em concentracio de 10”7 M. Os inibidores foram
dissolvidos em DMSO (concentragdo maxima de 0,1% no meio de cultura). As
concentragOes utilizadas destes farmacos e dos que serdo apresentados nos itens 7 e 8

basearam-se nos estudos de Isoldi e colaboradores (2005; 2010).

7. Expressdo dos genes de relégio Perl, Per2 e Bmall em melanéforos tratados
com ativador de guanilil ciclase (YC-1)
Para investigar a participacdo da cascata de sinalizacdo da proteina quinase G, PKG,
via aumento de GMPc, na ativacdo dos genes do reldgio, os melandforos de Xenopus
foram mantidos em escuro constante e tratados com o ativador de guanilil ciclase. O

delineamento experimental e execucdo foram realizados conforme protocolo proposto no
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item 5, estimulagéo por luz azul.

As células foram divididas em 3 grupos: (1) células controle negativo em escuro
constante; (2) células controle positivo em escuro constante, submetidas a pulso de luz azul
por 10 min no inicio do quarto dia; (3) células mantidas em escuro constante, tratadas com
ativador de guanilil ciclase, YC-1 (Enzo Life Science, EUA) 107 M no inicio do quarto
dia. Para efeito de padronizacgdo, foi considerado como tempo minimo de atuacdo do
ativador o mesmo tempo utilizado para incubacgéo dos inibidores, ou seja, 30 min antes do
pulso de luz. O ativador permaneceu em contato com as células durante todo o
experimento. O RNA total foi extraido 6 horas ap6s o final do estimulo luminoso. O

ativador de guanilil ciclase foi dissolvido em agua MilliQ.

8. Quantificacdo de AMPc em melandforos submetidos a pulso de luz azul

Melanéforos de Xenopus laevis foram semeados em densidade de 5x10° células por
pogo em placa de seis pogos e mantidos em escuro constante por trés dias antes do
experimento. Previamente ao experimento, todas as placas foram tratadas por 15 min com
o inibidor de fosfodiesterase isobutilmetilxantina (IBMX, Enzo LifeSciences, Nova lorque,
EUA) 10” M, o qual permaneceu no meio durante todo o ensaio. As células foram
separadas em 3 grupos: (1) células controle negativo em escuro constante; (2) células
controle positivo em escuro constante, tratadas com o ativador de adenilil ciclase,
forscolina (Enzo LifeSciences, Nova lorque, EUA), 10° M por 15 min; (3) células em
escuro constante, submetidas a pulso de luz azul (450-475 nm) por 1, 5 ou 10 min (Figura
9). Ao término do estimulo, as células foram lisadas e as amostras transferidas para placas
de 96 pocos do kit e processadas de acordo com as instru¢des do fabricante do mesmo
(Direct Cyclic AMP, Enzo LifeSciences, Nova lorque, EUA). A concentracdo de AMPc foi

determinada por leitura de absorbancia no leitor de placa SpectraMax 250 (Molecular
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Devices, Alemanha) a uma densidade Optica de 405 nm, analisada com auxilio do

programa GraphPad Prism 5.1.

/ Ensaio de producao de AMPc em resposta a \
estimulo luminoso

Dia1l Dia2 Dia3 Dia4

vy

Procedimentodo

£ Kit de AMPc /
j\ Pulso de luz azul
£\ 7

(450 =475 nm) por
s 1,5 e 10 minutos. &

N

Figura 9. Protocolo para Quantificagdo de AMPc em Resposta ao Pulso de Luz Azul (450 —
475 nm). A produgdo de AMPc foi medida em resposta a pulsos de 1, 5 e 10 min de luz azul.

Como controle positivo foi aplicado um ativador da adenilil ciclase, forscolina, em escuro
constante.

9. Expressdo temporal dos genes de reldgio Perl, Per2, Clock e Bmall em

melandforos tratados com endotelina-3

As células foram mantidas por 5 dias em ciclo claro-escuro 12:12 CE (Figura 10).
As 8:00 h do sexto dia, as células foram separadas em 3 grupos: (1) células controle em
ciclo claro-escuro; (2) células em ciclo claro-escuro tratadas com endotelina 10° M por 6
horas; (3) células em ciclo claro-escuro tratadas com endotelina 10° M por 6 horas. Apds o
periodo de 6 horas, uma nova troca de meio foi realizada para remocdo do horménio. As

garrafas controle (grupo 1) sofreram as duas trocas de meio, sem adi¢cdo de horménio.
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Vinte e quatro horas ap6s o inicio do tratamento, o RNA total foi extraido a cada 4 horas

por 24 horas.

Melanoforos mantidos em CE e
tratados com endotelina-3

Dia 0 Dia1 Dia 2 Dia3 Dia 4 Dia5 Dia6

|1

Troca de meio sem 24 horas apos o
horménio. 6 horas depois tratamento
nova troca do meio extragao de

RNA total a cada 4 h

Dia 0 Dia1 Dia 2 Dia3 Dia 4 Dia5 Dia6

Tratamento 109 ou 108M 24 horas apés o
6 horas depois uma nova tratamento

troca do meio extragéo de
RNAtotal acada 4 h

Figura 10. Protocolo de Estimulacdo dos Melanéforos por Endotelina-3 em Ciclo Claro-
Escuro. Melanoforos foram mantidos 5 dias em 12:12 CE e foram tratados com endotelina-3 em
duas diferente concentragdes 10°e 10° M no 5°. dia por 6 horas. O RNA total foi extraido ao longo

do 6°. dia a cada 4 horas.

10. Silenciamento da melanopsina Opn4x
Para verificar a funcionalidade das melanopsinas OPN4x e OPN4m nas foto-
respostas observadas em melanoforos de Xenopus laevis, estes foram transfectados com
SIRNAs, desenhados pelo programa da Dharmacon (Colorado, EUA) e sintetizados pela
Ambion (California, EUA). Foram geradas trés sequéncias de oligonucleotideos
complementares a sequéncias do RNA mensageiro do gene da melanopsina Opn4x (Tabela

2).
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Os siRNAs foram incorporados as células com auxilio do kit de transfeccéo
GenMute™ siRNA Transfection (SignaGen Laboratories, Maryland, EUA). Para tanto as
células foram semeadas, 24 horas antes da transfeccdo, em garrafas de 25cm?, em uma
densidade celular de aproximadamente 50% de confluéncia (2x10° células/garrafa). No dia
do procedimento experimental, 0 meio de cultivo foi substituido por meio fresco 30 min
antes da transfeccdo. Conforme instrucbes do fabricante, para cada 1 mL de meio de
cultivo foram adicionados 100 pL de GenMute Transfection Buffer (1x) e 4 pL de
GenMute Reagent. Os siRNAs foram utilizados na concentragdo final de 50 nM. A
confirmacdo da transfeccdo foi feita através da analise em microscopio invertido de
fluorescéncia (Axiovert 40 CFL, Zeiss, Alemanha), utilizando-se oligonucleotideo
marcado com fluoroforo. A eficiéncia do silenciamento foi acompanhada por PCR
quantitativo 3, 6 e 12 horas ap6s a transfeccdo. Para o grupo controle foi utilizado volume

de 4gua nuclease-free (Ambion, EUA) equivalente ao volume de siRNA.

Tabela 2. Sequéncias dos siRNAs para Silenciamento da Melanopsina Opn4x

Xenopus laevis Sense: 5"CCACUACAGUCCAUUCAAUUU 3°
Opn4x Antisense: 3’UUCCACUACAGUCCAUUCAAU 5’
SiRNA-1
Xenopus laevis Sense: 5’GCCUCAAGGAAGAAAAAUAUU 3’
Opn4x Antisense: 3’UUGCCUCAAGGAAGAAAAAUA S’
SiRNA-2
Xenopus laevis Sense: 5’ GCCCAAAGGAAAUUCUUUUUU 3’
Opn4x Antisense: 3’UUGCCCAAAGGAAAUUCUUUU 5°
SiRNA-3
Xenopus laevis Sense: S’GGUCUGGACUGGAUUAUUAUU 3’
Opn4x Antisense: 3°’UUGGUCUGGACUGGAUUAUUA 5°
SiRNA-4
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11. Extracdo de RNA total

Apo6s o descarte do meio, foi adicionado 1 mL de Tri-Reagent-LS (Ambion,
California, EUA) diretamente sobre as células. O lisado celular foi coletado em eppendorf
e incubado por 5 min a temperatura ambiente, para permitir a completa dissociacdo das
proteinas nucleares. Ao lisado celular foram adicionados 200 puL de BCP (1-bromo-3-
cloropropano, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), seguido de agitacdo vigorosa por 15 seg e
incubacdo em temperatura ambiente por 10 min. Apds centrifugacdo a 12.000 x g por 15
min a 4°C, separou-se a fase superior (500 uL) que contém RNA. O RNA foi precipitado
com a adicdo de 650 pL de isopropanol (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), por 10 min em
temperatura ambiente, seguido de centrifugacdo a 12.000 x g por 35 min a 4°C. O
sobrenadante foi removido, 0 RNA lavado com 1,3 mL de etanol 75% (2x), evaporado em
temperatura ambiente e ressuspendido em 20 uL de &gua tratada com dietil-pirocarbonato
(H,O DEPC, Ambion, California, EUA). Para remocdo de eventual contaminagcdo com
DNA gendmico, o RNA foi tratado com DNase (kit turboDNA-free™, Life Technologies,
California, EUA). Adicionou-se a cada amostra, 10% do volume de 10x Turbo DNase
Buffer, 1 uL de Turbo DNAse, seguindo-se incubacéo de 30 min, a 37°C. Logo apds, foram
acrescentados 3uL ou 10% do volume do reagente de inativagdo da DNase, seguindo-se
incubacdo de 2 min em temperatura ambiente, periodo durante o qual as amostras foram
agitadas por 2 a 3 vezes. Apds centrifugacdo a 10.000 x g por 2 min, o sobrenadante
contendo o RNA foi transferido para um novo eppendorf e a concentracdo de RNA foi
determinada por leitura a ODj e a qualidade pela razdo OD2s/OD2g €em

espectrofotdbmetro (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, NanoDrop, Delaware, EUA).
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12. RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction)

RT-PCR foi realizado com 1 pg de RNA total, utilizando 1 pL de oligonucleotideos
randomicos (50 pg/puL) e 1 pL de dNTPs 10 mM (Life Technologies, California, EUA),
em reacdo com volume final de 13 pL ajustado com H,O-DEPC. As amostras foram
aquecidas por 5 min a 65°C e a seguir transferidas para cuba com gelo por 1 min.
Posteriormente foram adicionados 4 pL de tampé&o para PCR (5x), 1 uL de DTT (0,1 M), 1
ML de inibidor de ribonuclease (40 U/uL) e 1 pL da enzima Superscript 111 (200 U/uL)
(todos reagentes da Life Technologies, California, EUA), para um volume final de 20 pL.
A mistura foi homogeneizada e, ap6s breve centrifugacéo, incubada por 5 min a 25°C e, a
seguir, por 50 min a 50°C. A reacdo foi interrompida por incubagdo a 70°C por 15 min. O

cDNA sintetizado foi utilizado nas reagdes subsequentes de PCR quantitativo.

13. PCR quantitativo
Os pares de primers e as sondas especificos para cada gene utilizados nos protocolos
abaixo (Tabela 3) foram baseados nas sequéncias obtidas pelo GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), desenhados abrangendo introns usando o

programa Primer Quest (IDT, lowa, EUA) e sintetizados também pela IDT. As reacfes de
PCR quantitativo foram feitas através de dois protocolos distintos, multiplex (tecnologia
Tagman) e SYBR Green.

Para as reagOes de PCR quantitativo por protocolo multiplex foram preparadas
solugdes contendo os primers nas concentracGes de 300 nM para genes de interesse e 50
nM para RNA 18S, sondas nas concentraces de 200 nM para genes de interesse e 50 nM
para RNA 18S (Tabela 3). Para as reacGes de multiplex foram feitas as seguintes
combinacgOes de primers e sondas: (1) Opn4x, Per2 e RNA 18S; (2) Perl, Clock, Bmall e

RNA 18S. Para Opn4m, foram usados pares de primers especificos em concentracéo final
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de 300 nM e 50nM para os primers do RNA 18S (Tabela 3), em solugbes independentes e
a amplificacdo foi verificada pela incorporacao do fluoréforo SYBR Green.

Para os ensaios de PCR quantitativo multiplex foi utilizado, além dos primers e
probes, Platinum gPCR Supermix 2x (Life Technologies, California, EUA) suplementado
para 400 uM de dNTPS, 6 mM de MgCl; e 0,1 U/uL de Platinum Tag DNA polimerase
(Life Technologies, California, EUA), e H,O DNaseRNase-free (Life Technologies,
California, EUA) para volume final de 29 pL/poco. Essa solucdo foi aliquotada (cada
aliquota suficiente para 3,5 pocos) em tubos, e 0 cDNA de cada amostra adicionado a um
tubo. As solucgdes ja com cDNA foram entdo distribuidas em triplicatas nos pogos da placa
de PCR. Controles negativos foram incluidos rotineiramente, feitos sem cDNA.

Nos ensaios para Opn4m, foram preparadas solucdes contendo os primers, SYBR®
GreenER™ gPCR SuperMix for iCycler® 2x (Life Technologies, California, EUA) e H,0
DNaseRNase-free (Life Technologies, California, EUA). Cada solugéo foi aliquotada (48
uL, sendo cada aliquota suficiente para 2 pogos) em tubos eppendorf e 0 cDNA de cada
amostra foi adicionado a tubos independentes de acordo com o gene analisado: 5 uL para
Opndm, 0,5 uL para RNA 18S. As solugBes ja com cDNA foram entdo distribuidas nos
pocos da placa experimental (23 pL/poco), com duplicatas para cada gene. Controles
negativos feitos sem cDNA foram incluidos rotineiramente. O fluor6foro SYBR Green
intercala-se ao DNA durante sua amplificacdo, promovendo um aumento da fluorescéncia
(Nath et al., 2000). O SYBR Green intercala-se a qualquer fita de DNA que estd sendo
amplificada, ndo sendo especifico. Para determinar se houve amplificacdo de produtos
inespecificos, sdo obtidas melting curves. Durante essa fase, a temperatura € aumentada em
0,5°C a intervalos de tempo determinados e a fluorescéncia dos pocos obtida em cada fase.
As curvas ideais mostram apenas um pico de queda de fluorescéncia em cada pogo, numa

temperatura que coincide com a melting temperature do produto esperado (quando o
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produto se dissocia). Quando h& produtos inespecificos, eles formam outro(s) pico(s) de
fluorescéncia em diferentes temperaturas, sendo esses pocos imediatamente excluidos da
andlise.

As sequéncias dos primers e sondas utilizados estdo indicadas na Tabela 3, tendo
sido usado RNA 18S como normalizador dos experimentos conforme descrito na literatura
(Goidin et al., 2001; Schmid et al., 2003; Aerts et al., 2004; Zhu et al., 2005; McCurley et

al., 2008).
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Tabela 3. Sequéncias dos Primers e Sondas para os Ensaios de PCR Quantitativo

Sequéncias Concentracéo final
For: 5’-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3’ 50 nM
RNA 18S
Bac: 5’-GCTGGAATTACCGCGGCT-3’ 50 nM
X03205.1
Pr:5°/TexasRed/ TGCTGGCACCAGACTTGCCCTC/BHQ/2/-3” 50 nM
For: 5>-TCTTGGAAT TTAAGGAGGAAAAGTG-3' 300 nM
Opn4x
. Bac: 5’-TGCTGCCTGCTGATTATGTGA-3' 300 nM
Xenopus laevis
NM_00108564.1 [Pr:5’-6-FAM-AATGTGGAGCTTGGCACCATTACTTGGC- 200 nM
BHQ 1-3°
Opndm For: 5°- AGGGCAGTGCTAATCCTTTCAGGT- 3" 300 nM
Xenopus laevis _
Bac: 5’-AATCCCAGGTGCAGGATGTCAGAA-3 300 nM
DQ384639.1
For: 5>-TGAAGGCCCTTAAAGAGCTAAAGA-3’ 300 nM
Perl
. |Bac: 5>-TTGCCAGTGTGCCAGACTTG-3” 300 nM
Xenopus laevis
NM_001085703.2 py57/5Cy5/TCGGCTCCCATCAGAGAAGAGGCTAAAAG/ 200 nM
3BHQ 2/-3’
Per2 For: 5’-AAGGAACTGGGAGAGACTCATACCT-3’ 300 nM
Xenopus laevis Bac:5’-AAACACAGTCTGTCACTTCCGTTACT-3’ 300 nM
NM_001087629.1 Pr: 5’-/5Cy5/ATGCACCGAGGAGGACTGCCCA/3BHQ_2/-3’ 200 nM
For: ’TCCCACGTGCAACGCC 3’ 300 nM
Bmall
. |Bac: 5>CGGGCCATGCGCAG 3’ 300 nM
Xenopus laevis
AY894836.1 Pr:5°/56FAM/TGTCCCGGAAGCTGGATAAACTCACTGT/3 200 nM
BHQ 1/3°
Clock For: 5 TCCCCTTTCCCTGTGCAA 3’ 300 nM
oc
. Bac: "GTGTCAGTCCTGTGATGGGATAAC 3 300 nM
Xenopus laevis
Pr:5°/5SHEX/ 200 nM
MN 001090385.2

AGAACACTTTTGCCCCATCCCACCA/3BHQ 1/3’

For: primer forward; Bac: primer backward; Pr: sonda fluorescente; TexRd: Texas Red; Cy5:

Cyanine 5; Hex: 6-carboxy-2, 4,4,5,7,7, -hexachloroflurescein succinimidyl ester; FAM:
carboxyfluorescein; 3BBHQ_1: Black hole quencher 1 (IDT); 3BHQ_2: Black hole quencher 2

(IDT).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=308522713
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Todos os ensaios multiplex foram realizados em um termociclador iQ5 (BioRad,
California, EUA), nas seguintes condigdes: 7 min a 95°C seguido por 45 ciclos de 30 seg a
95°C e 30 seg a 60°C, e os ensaios Sybr Green em um termociclador iCycler (BioRad,
California, EUA) nas seguintes condicdes: 2 min a 50°C, 8:30 min a 95°C, seguido por 45
ciclos de 15 seg a 95°C, 1 min a 60°C, 1 min a 95°C, 1 min a 55°C e 80 ciclos de 10 seg a
55°C, com aumento gradativo de 0,5°C.

A verificacdo da eficiéncia dos primers foi realizada através da construcdo de curva
obtida por meio de uma diluicdo seriada de uma Unica amostra de cDNA (1, 1:2, 1:4, 1:8,
1:16) que posteriormente foi amplificada por PCR quantitativo em multiplex ou Sybr
Green. Apos o procedimento foi calculada a média das triplicatas ou duplicatas (de acordo
com o protocolo utilizado) dos C+s para cada gene, que foram usados para construir 0 eixo
Y do grafico de regressdo linear. Para cada ponto da curva foi calculado o log da diluicdo
seriada do cDNA que comp0s o eixo X. A eficiéncia para cada par de primers foi calculada
de acordo com a equagdo 10"(-1/x)-1)*100, onde x corresponde ao angulo de inclinagéo da

curva de regressao linear. As eficiéncias dos primers variaram de 79,5 a 105%.

14. Analise dos resultados

A andlise dos dados foi feita pela comparacdo entre os C+ts controle e experimentais,
obtidos nas porcdes de crescimento geométrico das curvas, passando-se uma reta
denominada limiar que cruza essas porc¢des. Sabendo-se 0 nimero de ciclos por onde passa
a reta limiar (Ct), é encontrado o ACt que € a diferenca entre esse valor para o gene de
interesse e o valor para 0 RNA 18S. A seguir, foi obtido o AAC+: (1) subtraindo o menor
valor médio em EC dos valores encontrados para cada ponto temporal; (2) subtraindo o
valor médio dos pocos controle em EC dos valores dos pogos experimentais (estimulo

luminoso, na presenga ou na auséncia de inibidores, ou em EC na presenga de ativador de
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componente de via); ou (3) subtraindo o valor médio dos pogos controle sem horménio dos
valores dos pocos experimentais (tratamento com ET-3). Colocando-se AACt como
exponencial negativo na base 2 (2*““") obteve-se o nlimero de vezes que 0 gene esti
expresso em relagdo ao respectivo controle. Os valores de log foram obtidos para células
provenientes de pelo menos 4 frascos, de dois experimentos independentes. Para
determinar os niveis de significancia entre os tempos, ou entre controle e experimentais, 0s
dados logaritmicos foram comparados por ANOVA one-way seguida por teste de Tukey
(significancia quando p < 0,05), e entre controle e grupos tratados com ET-3 por ANOVA

two-way seguida por teste de Bonferroni (significancia quando p < 0,05).
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“A persisténcia ¢ 0 caminho mais curto para o éxito”

Charles Chaplin



RESULTADOS

1. Determinacdo da presenca das proteinas melanopsinas OPN4m e OPN4x por

ensaio imunocitoquimico

O primeiro passo deste projeto foi a realizacdo de ensaio de imunocitoquimica a
fim de identificarmos a presenca e a localizagdo das proteinas das melanopsinas OPN4m e
OPNA4x. Para tanto, utilizamos anticorpos primarios anti-melanopsinas encomendados por
nosso laboratorio, uma vez que 0s mesmos nao sdo comercializados. Por essa razao
inicialmente foi feito um painel de diluigdes com concentragdes que variaram de 1:100 a
1:5000. Aqui serdo apresentadas as imagens da imunocitoquimica nas diluigdes que
apresentaram melhor marcacdo, 1:100 a 1:500, embora tenha sido possivel identificar
imunopositividade até a diluicdo 1:1000. Esta foi utilizada para os ensaios de competicao
dos anticorpos primérios, uma vez que o recomendado para este ensaio € o uso da menor
concentracdo ainda efetiva de anticorpo. Foi possivel observar boa marcagdo para os dois
anticorpos, anti-OPN4m e anti-OPN4x nas seguintes dilui¢cdes: 1:100 (Figuras 11 e 14),

1:250 (Figuras 12 e 15), 1:500 (Figuras 13 e 16).
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Figura 11. Imunocitoquimica de Melan6foros de Xenopus laevis Mostrando as Células
Imunopositivas para o Anticorpo Anti-OPN4m na Dilui¢éo 1:100. Nesta e nas Figuras 12 e 13:
(A) pré-soro; (B) nucleos marcados em azul (DAPI); (C) em laranja (Cy3) células positivas para
OPN4m, (D) sobreposicao de (B) e (C). As imagens foram analisadas em microscépio invertido de

fluorescéncia Zeiss.




RESULTADOS

Figura 12. Imunocitoquimica de Melandforos de Xenopus laevis Mostrando as Células

Imunopositivas para o Anticorpo Anti-OPN4m na Dilui¢&o 1:250.

Figura 13. Imunocitoquimica de Melandforos de Xenopus laevis Mostrando as Células

Imunopositivas para o Anticorpo Anti-OPN4m na Dilui¢éo 1:500.
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Figura 14. Imunocitoquimica de Melan6foros de Xenopus laevis Mostrando as Células
Imunopositivas para o Anticorpo Anti-OPN4x na Dilui¢éo 1:100. Nesta e nas Figuras 15 e 16:
(A) pré-soro; (B) nucleos marcados em azul (DAPI); (C) em laranja (Cy3) células positivas para
OPN4x, (D) sobreposicdo de (B) e (C). As imagens foram analisadas em microscopio invertido de

fluorescéncia Zeiss.
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Figura 15. Imunocitoquimica de Melandforos de Xenopus laevis Mostrando as Células

Imunopositivas para o Anticorpo Anti-OPN4x na Diluigédo 1:250.

(€) » (D) v .

Figura 16. Imunocitoquimica de Melandforos de Xenopus laevis Mostrando as Células
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Imunopositivas para o Anticorpo Anti-OPN4x na Diluig¢do 1:500.
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Os resultados mostraram reacdo de imunopositividade para as duas proteinas de
melanopsinas, OPN4m (Figuras 11 a 13) e OPN4x (Figuras 14 a 16). A proteina OPN4m
estd presente na regido nuclear, indicando uma localizacdo no nucleo da célula ou
membrana nuclear (Figuras 12 D e 13 D). Uma marcacéo citoplasmaética fraca é observada
na diluicdo 1:100 do anticorpo anti-OPN4m (Figura 11C e D), contudo esse resultado pode
ser explicado pela alta concentragdo de anticorpo usado neste ensaio, uma vez que nas
maiores diluigdes 1:250 (Figura 12 C e D) e 1:500 (Figura 13 C e D) essa marcacgdo deixa
de ser observada restando apenas imunopositividade na regido nuclear. Diferente do que
foi observado para a proteina OPN4m, a proteina OPN4x esta localizada em toda a célula,
com forte marcacdo na membrana, citoplasma e proximo do ndcleo nas trés diluicdes
utilizadas, com destaque para a regido do citoplasma e membrana (Figura 14 a 16 C e D).

A especificidade do anticorpo secundario ao anticorpo primario também foi testada.
Células do grupo controle foram incubadas com pré-soro (soro obtido do coelho
previamente a imunizacdo) e anticorpo secundario. Pode-se observar uma auséncia de
marcacdo nestas preparagdes para o0s dois anticorpos utilizados, demonstrando a
especificidade do anticorpo secundario para os anticorpos anti-melanopsinas (Figura 11 A
aléA).

Para comprovar a especificidade dos anticorpos primérios anti-melanopsinas,
ensaios de competicdo com os respectivos peptideos antigénicos foram realizados. A
incubacdo prévia do anticorpo anti-OPN4x na diluicdo 1:1000 com o0s peptideos
antigénicos correspondentes na concentracdo de 1 mg/mL impede completamente a ligagéo
anticorpo-proteina, desta maneira demonstrando a especificidade da ligagdo (Figura 17). O
ensaio de competicdo para o anticorpo anti-OPN4m ndo apresentou resultados

contundentes, sendo necessaria sua repetigéo.
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(A) Controle negativo (B) 1mg de peptideo

(C) 0,1mg de peptideo (D) 0,01mg de peptideo

(E) 0,001mg de peptideo (F) 0,0001mg de peptideo

Figura 17. Ensaio de Competicdo em Imunocitoquimica para OPN4x. (A) controle negativo
pré-soro; (B) (C) (D) (E) e (F) anti-OPN4x 1:1000 previamente incubado com peptideo antigénico
(B) 1 mg/mL; (C) 0,1 mg/mL; (D) 0,01 mg/mL; (E) 0,001 mg/mL; (F) 0,0001 mg/mL.

2. Ensaio de disperséo de granulos de melanina
Foi realizado o ensaio de dispersdao com estimulos de 10 min de luz branca ou azul
(460-480 nm, comprimento de onda especifico que estimula as melanopsinas) e/ou
tratamento com endotelina-3 em duas diferentes concentragdes, 10%e 10° M por 1, 2 e 6

horas.
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Como os ensaios de dispersdo em resposta a luz e horménio foram avaliados
temporalmente, foi realizado um experimento controle que mediu a absorbancia, em escuro
constante na auséncia de qualquer estimulagdo, ao longo dos mesmos periodos de tempo.
Nessas células ndo foi observada variagdo alguma no estado de dispersdo dos melanoforos
nos tempos analisados.

Tanto luz branca (Figura 18 B) quanto luz azul (Figura 18 C) promoveram
dispersdo de melanossomos quando comparado ao controle sem estimulacéo (Figura 18 A).
O tratamento com endotelina-3 10" M promoveu aumento da dispersdo (Figura 18 D) em
todos os tempos analisados (Figura 18 G), enquanto que ET-3 10 M aumentou a disperso
1 e 2 horas ap0s tratamento, sendo possivel observar uma reducdo da dispersdo 6 horas
apos aplicagdo do horménio (Figura 18 G). Quando o pulso de luz azul foi aplicado na
presenca de endotelina-3 10® M e a dispersdo foi avaliada 1 hora apés o inicio do
tratamento foi possivel observar uma maior dispersdo em comparacdo a0 grupo que

somente recebeu pulso de luz azul (Figura 18 E, F, G).
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g
=

Absorbancia absoluta
(530nm)

10°M ET-3 10°M ET-3

Figura 18. Luz e Endotelina Promovem Dispersdo de Granulos de Melanina. (A — E)
Fotomicrografias representando células mantidas em escuro constante por 24 horas e
posteriormente submetidas as seguintes condicdes: (A) EC; (B) 1 hora depois da estimulagcdo com
pulso de luz branca; (C) 1 hora depois da estimulacdo com pulso de luz azul; (D) tratamento com
ET-3 10® M por 1 hora; (E) 1 hora depois da estimulagdo com luz branca e tratamento com ET-3
10® M por 1 hora. Em F e G gréaficos representando disperséo de melanossomos quantificada por
absoluta absorbancia: em (F) células estimuladas por luz branca, luz azul, ET-3 10*M ou luz azul
mais ET-3 10°M; em (G) células depois de 1, 2 ou 6 horas de tratamento com ET-3 10°M e 10°M
respectivamente. Letras significam diferengas estatisticas (a diferente de b e c diferente de d)

(p<0,05, ANOVA one-way seguida por teste de Tukey).
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4. Expressdo dos genes de relégio Perl, Per2, Clock e Bmall em melandforos
submetidos a diferentes condic¢des de iluminagéo

Baseando-nos nos resultados de dispersdo dos grénulos de melanina por luz
apresentados no item acima, nossa proxima questdo foi investigar o efeito do ciclo claro-
escuro na dindmica de transcri¢cdo dos genes do relégio, uma vez que os melanéforos de
Xenopus laevis apresentam granulos de melanina no interior do citoplasma e os processos
de mudanca de cor obedecem a um padrdo circadiano. Assim, investigamos se o0 ciclo
12:12 claro-escuro (CE) poderia atuar como um agente sincronizador para essas celulas,
mantendo-as em EC ou CE por 5 dias e, a seguir, extraindo o RNA total a cada 4 horas por
24 horas.

Quando as células foram mantidas em escuro constante por 5 dias, a expressao de
Perl n&o variou ao longo do tempo (Figura 19 A). Em contraste com a condicao de escuro,
0 regime de 12:12 CE induziu um robusto aumento na transcrigdo do RNAm, com maior
expressao durante a fase clara. Foi observado um aumento do RNAm de Perl 4 horas ap6s
o0 acender da luz, com um pico as 16:00 horas, retornando aos valores basais na fase escura
(Figura 19 A). Nesta condigdo é possivel identificar um marcante padrdo circadiano de
expressao para Perl.

Similar ao que foi visto para Perl, a expressdo de Per2 em escuro constante nao
apresentou variacdo em 24 horas (Figura 19 B). Em 12:12 CE a maior expressdo para Per2
foi observada as 16:00 h, similar a Perl, entretanto esse pico ndo foi precedido de aumento
gradual (Figura 19 B).

A expressdao de Clock ndo apresentou variagbes temporais em nenhum dos
protocolos analisados, EC ou CE (Figura 19 C).

Nenhuma variacdo estatistica foi encontrada na expressdao temporal de Bmall

quando as células foram mantidas em escuro constante, contudo na condigéo de ciclo
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claro-escuro uma sutil variacdo pode ser observada. O ponto de maior expressao foi as

20:00 h em comparagdo com a menor expressao as 12:00 horas (Figura 19 D).
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Figura 19. Expressdo de Perl (A), Per2 (B), Clock (C) e Bmall (D) em Escuro Constante e
Ciclo Claro-Escuro. O RNA total foi extraido de células em frascos em duplicata a cada 4 horas
com inicio as 8:00 horas (luz acende as 8:00 e apaga as 20:00 horas) ap6s 5 dias em EC ou CE,
seguido de anélise por PCR quantitativo. Os valores sdo apresentados como a média (n= 4-6) £
EPM de expressdo de cada gene normalizado pelo RNA 18S e expressos relativos ao menor valor
em escuro constante. Letra a é diferente de b, ¢ é diferente de d (p < 0,05, ANOVA one-way
seguida de teste de Tukey). Asteriscos representam diferengas significativas entre EC e CE no

mesmo ponto temporal por ANOVA two-way seguida de teste de Bonferroni, p < 0,05.
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Uma vez que o ciclo claro-escuro foi capaz de impor um robusto ritmo de
expressdo de Perl e alterou o perfil de Per2 e Bmall, nosso préximo passo foi investigar
qual fotopigmento seria responsavel por essa resposta. Para tanto, os melandforos foram
estimulados por luz azul, comprimento de onda especifico que maximamente ativa as
melanopsinas (Isoldi et al., 2005), seguido de extracdo de RNA total 1, 2, 6 e 12 horas ap6s
0 estimulo.

O pulso de luz azul (600lux, 87,85 — 95,17 pW/cm?, 2,19 x 10™ fétons s cm? 450-
475 nm) por 10 min induziu um aumento na expressdo de Perl em todos os tempos
analisados quando comparados aos seus respectivos controles (Figura 20 A). No ponto de
maior expressao, 6 horas, Perl teve um aumento de aproximadamente 12 vezes. Ja para
Per2 um aumento da transcricdo foi observado somente 6 e 12 horas apds o pulso de luz
azul (Figura 20 B), sendo que o horario de maior expressdo, 6 horas, coincide com o de
maior expresséo de Perl (Figura 20 A e B).

Anélise dos genes da alca positiva da maquinaria do reldgio, Clock e Bmall,
demonstrou auséncia de variacdo temporal em resposta a luz azul em todos os pontos
analisados (Figura 20 C e D), ndo havendo diferencas em relagdo ao que se vé em escuro
constante.

Como dito anteriormente, Xenopus laevis apresenta dois genes para melanopsinas,
Opn4dm e Opn4x (Belingham et al., 2006) e apenas Opn4x respondeu ao pulso de luz azul

com uma diminuicdo da transcri¢do em todos os horarios analisados (Figura 21 A e B).
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Pulso de luz azul (450-475nm) por 10 minutos
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Figura 20. Expressdo de Perl (A), Per2 (B), Clock (C) e Bmall (D) em Melanéforos de
Xenopus laevis Estimulados com Pulso de Luz Azul. Células foram mantidas 3 dias em escuro
constante e estimuladas por luz azul (2,19 x 10" fétons s cm , 450-475 nm) por 10 min as 8:00
horas do quarto dia. Os valores sdo apresentados como a média (n= 4-6) £+ EPM de expressao de
cada gene normalizado pelo RNA 18S e expressos relativos ao menor valor em escuro constante.
Asteriscos representam diferencas significativas entre grupo estimulado por luz e respectivo
controle no mesmo ponto temporal por ANOVA two-way seguida de teste de Bonferroni, p < 0,05.

Barras pretas, controle em EC; barras brancas, resposta temporal ap6s estimulacdo luminosa.




RESULTADOS

Pulso de luz azul (450-475nm) por 10 minutos
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Figura 21. Expressdo de Opn4dx (A) e Opndm (B) em Melandforos de Xenopus laevis
Estimulados com Pulso de Luz Azul.. Células foram mantidas 3 dias em escuro constante e
estimuladas por luz azul (2,19 x 10™ fétons s cm 2, 450-475 nm) por 10 min as 8:00 horas do
quarto dia. Os valores sdo apresentados como a média (n= 4-6) + EPM de expressao de cada gene
normalizado pelo RNA 18S e expressos relativos ao menor valor em escuro constante. Asteriscos
representam diferengas significativas entre grupo estimulado por luz e respectivo controle no
mesmo ponto temporal por ANOVA two-way seguida de teste de Bonferroni, p < 0,05. Barras

pretas, controle em EC; barras brancas, resposta temporal ap6s estimulacdo luminosa.

A fim de reforcar a melanopsina como o provavel candidato a fotopigmento
responsavel pelo ajuste dos genes do relégio aos ciclos claro-escuro, estimulamos os
melandforos por 10 min com luz vermelha (600 lux, 87,75 a 95,17 uW/cm?, 2,8 x 10
fotons " cm , 615-635 nm), comprimento de onda que nio é capaz de ativar as
melanopsinas. RNA total foi extraido nos mesmos tempos do protocolo anterior, 1, 2, 6 €
12 horas ap0s estimulacdo. Confirmando nossa hipdtese, nenhuma variacéo foi observada
na expressao dos quatro genes de reldgio em todos os tempos analisados (Figura 22 A, B,

CeD).




RESULTADOS

Pulso de luz vermelha (615-635 nm) por 10

minutos
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Figura 22. Expressdo de Perl (A), Per2 (B), Clock (C) e Bmall (D) em Melandforos de
Xenopus laevis Estimulados com Pulso de Luz Vermelha. Células foram mantidas 3 dias em
escuro constante e estimuladas por luz vermelha (2,8 x 10™ fétons s cm 2, 615-635 nm) por 10
min as 8:00 horas do quarto dia. Os valores sdo apresentados como a média (n= 4-6) + EPM de
expressao de cada gene normalizado pelo RNA 18S e expressos relativos ao menor valor em escuro
constante. Asteriscos representam diferencas significativas entre grupo estimulado por luz e
respectivo controle no mesmo ponto temporal por ANOVA two-way seguida de teste de
Bonferroni, p < 0,05. Barras pretas, controle em EC; barras brancas, resposta temporal apés

estimulacéo luminosa.
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5. Via de sinalizagdo em melandforos de Xenopus laevis em resposta a luz azul

ApO6s comprovarmos que o pulso de luz é capaz de alterar a expressdo dos genes de
relégio, colocando a melanopsina como provavel candidato a intermediar esse processo,
passamos a investigar a via de sinalizacdo que leva a estimulacdo dos genes Per. Dados do
nosso laboratério haviam demonstrado que a luz em 460 nm maximamente estimula as
melanopsinas (ou uma delas) em melandforos de Xenopus laevis, disparando a ativacao de
uma via de fosfoinositideos. Esta via leva a um aumento de Ca** e de GMPc (lsoldi et al.,
2005, 2010). Curiosamente, o blogqueio da formacdo de GMPc néo abole a dispersao
pigmentar em resposta a luz, deixando em aberto o papel deste nucleotideo na foto-
resposta. Tendo estes fatos em mente, nossa hipétese seria que a melanopsina estimulada
por luz aumentasse a expressdo dos genes de reldgio via fosfoinositideos com um possivel
crosstalk com a via do GMPc.

Para determinar as vias de sinalizacdo envolvidas na resposta a luz, foram utilizados
inibidores e ativadores de componentes das cascatas intracelulares, seguindo-se a andlise
da expressdo de Perl e Per2 6 horas apds o estimulo, uma vez que estes dois genes
responderam ao pulso de luz azul com maxima expressao no ponto temporal em questéo.

O inibidor de PLC, U-73122, na concentracdo 10”" M, inibiu o aumento da express&o
evocado pela luz azul nos genes Perl e Per2 (Figura 23 A e B). Semelhantemente, 0
inibidor de proteina quinase C, Ro 31-8220, na concentracdo 107 M, também foi capaz de

bloquear 0 aumento de expresséo dos genes Per (Figura 24 A e B).




RESULTADOS

Inibidor de PLC - U-73122
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Figura 23. Expressdo de Perl (A) e Per2 (B) em Melanoforos de Xenopus laevis Estimulados
com Pulso de Luz Azul. As células foram mantidas em escuro constante por 4 dias e entdo
divididas em 4 grupos: (1) mantidas em escuro constante; (2) mantidas em escuro constante e
tratadas com inibidor de PLC, U-73122, 107" M; (3) estimuladas com luz azul por 10 min; (4)
estimuladas com luz azul na presenca do inibidor de PLC (aplicado 30 min antes, permanecendo
durante todo o experimento). O RNA total foi extraido 6 horas apés o final do estimulo luminoso.
Os valores sdo apresentados como a média (n= 4-6) + EPM de expressdo de cada gene normalizado
pelo RNA 18S e expressos relativos aos respectivos controles em escuro constante. Asteriscos
representam diferengas significativas entre grupo estimulado por luz e respectivo controle no

mesmo ponto temporal por ANOVA two-way seguida de teste de Bonferroni, p < 0,05.
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Figura 24. Expressdo de Perl (A) e Per2 (B) em Melanoforos de Xenopus laevis Estimulados
com Pulso de Luz Azul. As células foram mantidas em escuro constante por 4 dias e entdo
divididas em 4 grupos: (1) mantidas em escuro constante; (2) mantidas em escuro constante e
tratadas com inibidor de PKC, 107 M, Ro-31.822; (3) estimuladas com luz azul por 10 min; (4)
estimuladas com luz azul na presenca do inibidor de PLC (aplicado 30 min antes, permanecendo
durante todo o experimento). O RNA total foi extraido 6 horas ap6s o final do estimulo luminoso.
Os valores sdo apresentados como a média (n= 4-6) + EPM de expressao de cada gene normalizada
pelo RNA 18S e expressos relativos aos respectivos controles em escuro constante. Asteriscos
representam diferencas significativas entre grupo estimulado por luz e respectivo controle no

mesmo ponto temporal por ANOVA two-way seguida de teste de Bonferroni, p < 0,05.

Em neurdnios dos NSQ estd bem estabelecido que os ciclos claro-escuro estimulam o
aumento de AMPc, levando a ativacdo de PKA, o que leva ao aumento da transcricdo de
Perl, o qual promove o reset do reldgio (Golombek e Resenstein, 2010).

Por isso, quantificamos a producdo de AMPc 1, 5 e 10 min apés estimula¢do dos
melanoforos por luz azul. Como controle positivo, o ativador de adenilil ciclase forscolina,
na concentragdo 10™ M, foi aplicado em escuro constante. Nossos resultados demonstraram

que ndo ha variagdo na concentracdo deste nucleotideo apds os tempos analisados (Figura
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25), sugerindo fortemente que esta via de sinalizagcdo néo participa da ativacdo dos genes

do relégio por luz azul neste modelo.
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Figura 25. Concentracdo de AMPc em Melanoforos de Xenopus laevis. As células foram
mantidas em EC e divididas em 3 grupos: (1) EC; (2) EC tratado com 10™ M de forscolina,
ativador da adenilil ciclase (aplicado 30 min antes, permanecendo durante todo o experimento); (3)
estimulado com luz azul por 1, 5 ou 10 min. Os valores sdo a média (n=3) da concentracdo de
AMPc + EPM. Asterisco indica diferenca estatistica em relacdo ao controle em escuro constante
por ANOVA one-way seguida de teste de Tukey (p < 0,0001).

Outro importante mecanismo de sinalizacdo que leva a estimulacdo de genes de
relégio no NSQ € a via da proteina quinase G (PKG) (Golombek e Rosenstein, 2010).
Neste caso, um pulso de luz dado no inicio ou no final da fase escura aumenta a
concentracdo de calcio intracelular, que ativa uma quinase dependente de
Ca®*/calmodulina, CAMK 11, a qual fosforila 6xido nitrico sintase que, por sua vez, leva a
ativacdo de guanilil ciclase, promovendo aumento de GMPc e consequente ativacéo de

PKG. Em Xenopus laevis, o papel do GMPc ainda ndo havia sido elucidado. Para
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solucionar essa questdo utilizamos YC-1, ativador de guanilil ciclase, na concentracdo de
107" M, sendo 0 RNAm quantificado apds 6 horas de tratamento.

Analisamos a expressdo de Perl e Per2 uma vez que estes genes foram estimulados
por luz, e objetivdvamos mimetizar este efeito utilizando o ativador da guanilil ciclase.
Para demonstrar que um eventual aumento da transcricdo em resposta ao YC-1 fosse
inespecifico, avaliamos também a expressao de Bmall, j& que este ndo havia apresentado
variacdo ap0s o pulso de luz azul. Perl apresentou um aumento da transcrigdo em resposta
ao tratamento com YC-1 (Figura 26 A), enquanto este aumento ndo foi observado para

Per2 (Figura 26 B), ou para Bmall (Figura 26 C).
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Figura 26. Expressao de Perl (A), Per2 (B) e Bmall (C) em Melan6foros de Xenopus laevis
Estimulados com Pulso de Luz Azul ou YC-1. As células foram mantidas em escuro constante
por 4 dias e entdo divididas em 3 grupos: (1) mantido em escuro constante; (2) estimulado com luz
azul por 10 min; (3) mantido em escuro constante e tratado com ativador de guanilil ciclase, YC-1,
107 M (aplicado 30 min antes, permanecendo durante todo o experimento). O RNA total foi
extraido 6 horas ap6s o final do estimulo luminoso. Asterisco indica diferenca estatistica com
relagcdo ao controle em escuro por ANOVA two-way, seguida por teste de Bonferroni (p < 0,05).
Barras pretas, controle em EC; barras brancas, resposta temporal apds estimulagdo luminosa; barras

hachuriadas, EC na presenca de YC-1.
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6. Expressdo temporal dos genes de reldgio Perl, Per2, Clock e Bmall em

melanoforos tratados com endotelina-3

Os resultados apresentados abaixo tiveram como objetivo avaliar os efeitos da
endotelina em diferentes condicGes de fotoperiodo sobre a expressdo de genes de reldgio
em meland6foros de X. laevis. Estudos sobre a dindmica de transcricdo de genes do relogio
em células tratadas com endotelina foram anteriormente realizados em nosso laboratorio
em Danio rerio, demonstrando que este hormonio atua de forma dose-dependente, e seu
efeito varia conforme o gene analisado (Farhat et al., 2009).

Como j& descrito anteriormente neste trabalho (Figura 19 A), um robusto padrao
ritmico na expressdo de Perl é induzido nos melandforos submetidos a 12:12 CE, com
maiores valores de RNAm durante a fase clara, evidenciado pela alta expressdo as 12:00 e
16:00 horas. Quando as células sofreram trocas de meio nesta condi¢do, a expressao do
gene Perl mostrou-se inalterada, com maior transcrigdo na fase clara, apresentando um
aumento gradual que se iniciou as 8:00 horas e continuou até as 16:00 horas (Figura 27 B),
similar ao perfil que foi observado quando as células foram mantidas em CE sem nenhuma
manipulagdo (Figura 19 A, repetida em 27 A).

Endotelina-3 na concentracdo 10® M, além de diminuir a expresséo de Per1, aboliu
o perfil ritmico observado em 12:12 CE para este gene. Alteracdes pontuais podem ser
observadas: um aumento na transcricdo as 12:00 horas em compara¢do com os horarios das
8:00 e 24:00 horas (Figura 28 A). Comparacgéo realizada entre o grupo experimental e
controle (troca de meio) evidenciou um avanco no pico de expressdo de 16:00 para 12:00
horas, e um pequeno aumento da transcricdo as 4:00 horas (Figura 28 B). Ja& na
concentracdo mais baixa, 10° M, o perfil de expressio é similar ao de 12:12 CE,
apresentando dois pontos de maior transcri¢do, as 12:00 e 16:00 horas (Figura 28 C). A

analise por ANOVA two-way claramente demonstra uma variagdo na transcrigdo de Perl,
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evidenciada pelo aumento as 12:00, 16:00, 24:00 e 4:00 horas em relacdo a seus
respectivos controles temporais (Figura 28 D). Entretanto essa amplitude € menor, se
comparada a células mantidas em 12:12 CE (Figura 27 A e B).

Interessantemente, o perfil de expressdo de Perl em ciclo claro-escuro ndo se
alterou depois de duas trocas de meio ou do tratamento com endotelina-3 na concentragéo
10 M, entretanto a amplitude da resposta foi diminuida (Figura 27 A e B, 28 D). Em
12:12 CE sem manipulacédo, foi observado um aumento da transcri¢do de 80x (Figura 27
A), que € reduzido para 10x com trocas de meio (Figura 27 B), para 15x com o tratamento
com endotelina-3 10® M (Figura 28 C) ou 10° M (Figura 28 D) (comparacdo feita entre os

pontos de maior expressdo em CE e os diferentes tratamentos).
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Figura 27. Expressdo de Perl em Ciclo Claro-Escuro em Melan6foros Submetidos a Trocas
de Meio. (A) Meland6foros mantidos 5 dias em 12:12 CE (n=4-6); (B) Melanéforos mantidos 5 dias
em 12:12 CE, sendo submetidos no sexto dia a duas trocas de meio (n= 4-6 frascos). O RNA total
foi extraido por 24 horas a cada 4 horas, iniciando as 8:00 horas, para analise da expressdo génica
por PCR quantitativo. Valores sdo apresentados como a média + EPM da expressdo do gene Perl
normalizada por RNA 18S, expressos em relacdo ao menor valor em escuro constante (Figura 19
A). Letras significam diferencas estatisticas (a diferente de b; ¢ diferente de d; e diferente de f)
(p<0,05, ANOVA one-way seguida por teste de Tukey). Asteriscos representam diferencas
significativas entre grupo ndo manipulado e grupo que recebeu trocas de meio (ANOVA two-way

seguida de teste de Bonferroni p < 0,05).
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Figura 28. Expressdo de Perl em Ciclo Claro-Escuro em Melanéforos Tratados com
Endotelina-3. Células foram mantidas por 6 dias em 12:12 CE. No sexto dia, os melandforos
foram tratados com (A e B) endotelina-3 10 M por 6 horas (n=4-6) ; (C e D) endotelina-3 10°M
por 6 horas (n = 3-6). Ap06s 6 horas de tratamento, o meio foi trocado para remo¢do do horménio.
O RNA total foi por 24 horas a cada 4 horas, iniciando as 8:00 horas, para analise da expressao
génica por PCR quantitativo. Valores sdo apresentados como a média + EPM da expressdo do gene
Perl normalizada por RNA 18S, expressos em relagdo ao menor valor em escuro constante (Figura
19 A). Letras significam diferencas estatisticas (a diferente de b; c diferente de d; e diferente de f)
(p<0,05, ANOVA one-way seguida por teste de Tukey). Asteriscos representam diferencas
significativas entre grupo tratado com endotelina-3 e respectivo controle com trocas de meio
(ANOVA two-way seguida de teste de Bonferroni p < 0,05).
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Diferente do que foi observado para Perl, a expressdao de Per2 ndo apresentou
perfil ritmico em melan6foros submetidos a ciclo claro-escuro (Figura 19 B, repetida em
29 A), entretanto é possivel observar uma variagdo na transcri¢do ao longo das 24 horas,
com um pico de expressdo as 16:00 horas. Quando as células receberam duas trocas de
meio, o pico de expresséo foi alterado das 16:00 para as 24:00 horas, destacando que nesta
condicdo o horario de menor expressao ocorreu as 16:00 horas (Figura 29 B).

O tratamento com endotelina-3 10"° M promoveu uma forte ativacéo da transcri¢io
de Per2, mostrando niveis de RNAmM com um aumento de 200x em relagcdo ao ponto de
menor expressdo (Figura 30 C) e em relagdo ao seu respectivo controle (trocas de meio)
(Figura 30 D). Interessantemente, o tratamento nesta concentragdo restabelece o perfil de
expressdo visto em 12:12 CE, pois apds o0 tratamento com endotelina-3 10° M é possivel
observar um pico no mesmo horério (16:00 horas). Por outro lado, tratamento com a maior
concentracéo parece ndo alterar o perfil ou amplitude de maneira significativa (Figura 30 A

e B).
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Figura 29. Expressdo de Per2 em Ciclo Claro-Escuro em Melanoforos Submetidos a Trocas
de Meio. (A) Melandforos mantidos 5 dias em 12:12 CE (n=4-6); (B) Melanéforos mantidos 5 dias
em 12:12 CE, sendo submetidos no sexto dia a duas trocas de meio (n= 4-6 frascos). O RNA total
foi extraido por 24 horas a cada 4 horas, iniciando as 8:00 horas, para analise da expressdo génica
por PCR quantitativo. Valores sdo apresentados como a média £ EPM da expressdo do gene Per2
normalizada por RNA 18S, expressos em relacdo ao menor valor em escuro constante (Figura 19
B). Letras significam diferencas estatisticas (a diferente de b) (p<0,05, ANOVA one-way seguida
por teste de Tukey). Asteriscos representam diferencas significativas entre grupo ndo manipulado e

grupo que recebeu trocas de meio (ANOVA two-way seguida de teste de Bonferroni p < 0,05).
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Figura 30. Expressdo de Per2 em Ciclo Claro-Escuro em Melano6foros Tratados com
Endotelina-3. Células foram mantidas por 6 dias em 12:12 CE. No sexto dia, os melanéforos
foram tratados com (A e B) endotelina-3 10® M por 6 horas (n=4-6) ; (C e D) endotelina-3 10°M
por 6 horas (n = 3-6). Ap6s 6 horas de tratamento, o meio foi trocado para remoc¢do do horménio.
O RNA total foi extraido por 24 horas a cada 4 horas, iniciando as 8:00 horas, para analise da
expressao génica por PCR quantitativo. Valores sdo apresentados como a média + EPM da
expressdo do gene Per2 normalizada por RNA 18S, expressos em relacdo ao menor valor em
escuro constante (Figura 19 B). Letras significam diferencas estatisticas (a diferente de b) (p<0,05,
ANOVA one-way seguida por teste de Tukey). Asteriscos representam diferencas significativas
entre grupo tratado com endotelina-3 e respectivo controle com trocas de meio (ANOVA two-way
seguida de teste de Bonferroni p < 0,05).
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Claramente o ciclo claro-escuro ndo exerce influéncia sobre a expressédo de Clock,
uma vez que nenhuma variagdo na transcri¢cao pode ser detectada em celulas mantidas em
12:12 CE por 5 dias (Figura 19 C, repetida em 31 A). Entretanto, apds duas trocas de meio,
uma alteracdo na transcricdo ao longo do tempo é evidenciada. O ponto de maior expressao
de Clock ocorre as 12:00 horas em comparacdo aos horarios das 20:00 e 4:00 horas, e
dessa forma um perfil ritmico é observado com maiores expressdes na fase clara (Figura 31
B).

O tratamento com endotelina 10® M ndo exerceu efeito algum sobre a transcrigdo
de Clock, seja ao longo do tempo (Figura 32 A) ou em relacdo a seu controle (Figura 32
B). Entretanto, o tratamento com endotelina-3 na concentracdo 10”° M induziu um efeito
bifasico sobre a expressao de Clock, mostrando aumento da transcri¢do as 12:00 e 24:00
horas quando comparado aos horarios de menor expressao, 4:00, 8:00 e 20:00 horas
(Figura 32 C). Em relagdo a seu controle, é possivel obsevar um aumento na transcri¢do as

12:00, 16:00, 20:00 e 24:00 horas (Figura 32 D).
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Figura 31. Expressao de Clock em Ciclo Claro-Escuro em Melandforos Submetidos a Trocas
de Meio. (A) Melanéforos mantidos 5 dias em 12:12 CE (n=4-6); (B) Melan6foros mantidos 5 dias
em 12:12 CE, sendo submetidos no sexto dia a duas trocas de meio (n= 4-6 frascos). O RNA total
foi extraido por 24 horas a cada 4 horas, iniciando as 8:00 horas, para analise da expressao génica
por PCR quantitativo. Valores sdo apresentados como a média £ EPM da expressdo do gene Clock
normalizada por RNA 18S, expressos em relagdo ao menor valor em escuro constante (Figura 19
C). Letras significam diferengas estatisticas (a diferente de b) (p<0,05, ANOVA one-way seguida
por teste de Tukey). Asteriscos representam diferencas significativas entre grupo ndo manipulado e

grupo que recebeu trocas de meio (ANOVA two-way seguida de teste de Bonferroni p < 0,05).
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Figura 32. Expressdo de Clock em Ciclo Claro-Escuro em Melan6foros Tratados com
Endotelina-3. Células foram mantidas por 6 dias em 12:12 CE. No sexto dia, os melandforos
foram tratados com (A e B) endotelina-3 10® M por 6 horas (n=4-6) ; (C e D) endotelina-3 10°M
por 6 horas (n = 3-6). Ap6s 6 horas de tratamento, o meio foi trocado para remoc¢do do horménio.
O RNA total foi extraido por 24 horas a cada 4 horas, iniciando as 8:00 horas, para andlise da
expressao génica por PCR quantitativo. Valores sdo apresentados como a média + EPM da
expressdo do gene Clock normalizada por RNA 18S, expressos em relacdo ao menor valor em
escuro constante (Figura 19 C). Letras significam diferengas estatisticas (a diferente de b; c
diferente de d; e diferente de f) (p<0,05, ANOVA one-way seguida por teste de Tukey). Asteriscos
representam diferencas significativas entre grupo tratado com endotelina-3 e respectivo controle

com trocas de meio (ANOVA two-way seguida de teste de Bonferroni p < 0,05).
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Similar ao que foi visto para Clock, a expressdo de Bmall em fotoperiodo 12:12 CE
parece ndo sofrer forte influéncia do ciclo claro-escuro. Uma pequena variagdo no RNAm
foi observada ao longo do tempo, com maior expressao as 20:00 horas em comparagdo
com 12:00 e 4:00 horas (Figura 33 A). Apos as trocas de meio foi possivel identificar um
pico de expressdo as 24:00 horas em relagdo aos demais horarios e também um aumento da
transcricdo em todos os horérios analisados em relagdo ao grupo ndo manipulado
submetido a ciclo claro-escuro, exceto no horario das 20:00 horas (Figura 33 B). O
tratamento com endotelina-3 evocou pequenas variagdes na transcri¢cdo de Bmall nas duas
doses analisadas. Na maior dose, 10® M, o horario de maior expresséo foi as 8:00 horas,
seguido por 24:00 horas (Figura 34 A), mas nenhuma variagdo do perfil foi evidenciada
pela analise por ANOVA two-way em relacdo ao controle (Figura 34 B). Na concentracao
de 10°° M, foi observado um pequeno aumento as 24 horas em relago as 8:00, 16:00 e 4:00
(Figura 34 C). Similar ao observado para a outra dose, nenhuma variagdo do perfil foi

evidenciada através da analise por ANOVA two-way (Figura 34 D).
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Figura 33. Expressao de Bmall em Ciclo Claro-Escuro em Melano6foros Submetidos a Trocas
de Meio. (A) Melandforos mantidos 5 dias em 12:12 CE (n=4-6); (B) Melanéforos mantidos 5 dias
em 12:12 CE, sendo submetidos no sexto dia a duas trocas de meio (n= 4-6 frascos). O RNA total
foi extraido por 24 horas a cada 4 horas, iniciando as 8:00 horas, para analise da expressdo génica
por PCR quantitativo. Valores séo apresentados como a média £ EPM da expressao do gene Bmall
normalizada por RNA 18S, expressos em relacdo ao menor valor em escuro constante (Figura 19
D). Letras significam diferencas estatisticas (a diferente de b) (p<0,05, ANOVA one-way seguida
por teste de Tukey). Asteriscos representam diferencas significativas entre grupo ndo manipulado e

grupo que recebeu trocas de meio (ANOVA two-way seguida de teste de Bonferroni p < 0,05).
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Figura 34. Expressdo de Bmall em Ciclo Claro-Escuro em Melanéforos Tratados com
Endotelina-3. Células foram mantidas por 6 dias em 12:12 CE. No sexto dia, os melanéforos
foram tratados com (A e B) endotelina-3 10® M por 6 horas (n=4-6) ; (C e D) endotelina-3 10°M
por 6 horas (n = 3-6). Ap06s 6 horas de tratamento, o meio foi trocado para remocdo do horménio.
O RNA total foi extraido por 24 horas a cada 4 horas, iniciando as 8:00 horas, para andlise da
expressao génica por PCR quantitativo. Valores sdo apresentados como a média + EPM da
expressdo do gene Bmall normalizada por RNA 18S, expressos em relacdo ao menor valor em
escuro constante (Figura 19 D). Letras significam diferencas estatisticas (a diferente de b; c
diferente de d) (p<0,05, ANOVA one-way seguida por teste de Tukey). Asteriscos representam
diferencas significativas entre grupo tratado com endotelina-3 e respectivo controle com trocas de

meio (ANOVA two-way seguida de teste de Bonferroni p < 0,05).
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7. Silenciamento da melanopsina Opn4x

A dificuldade de transfeccéo de células de organismos ndo mamiferos constitui em
si um obstéculo para o silenciamento. Varios métodos de transfeccdo como eletroporacéo,
choque de célcio, lipofectamina e até a utilizacdo de nanotubos de carbono de acordo com
tecnologia desenvolvida na UFMG em colaboracdo com a Profa. Dra. Maristela Poletini
foram ineficientes na linhagem de melan6foros de Xenopus laevis. Entretanto o kit
GenMute da empresa SignaGen mostrou-se eficiente na transfeccao para este tipo celular e
também em outras linhagens de ndo mamiferos em nosso laboratério. Possuimos 4
oligonucleotideos (siRNA) para o silenciamento de Opn4x.

Trés, 6 e 12 horas apds a transfecgdo dos 4 siRNA de Opndx em melandforos de
Xenopus laevis, foi quantificada a expressdo dessa opsina por PCR quantitativo,
evidenciando que a transfeccdo dessas células com os quatro siRNAs ao mesmo tempo,
cada um na concentracdo de 50 nM, foi capaz de promover o silenciamento de Opn4x 12

horas ap0s a transfeccao (Figura 35).
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Figura 35. Silenciamento de Opn4x em Melant6foros de Xenopus laevis Transfectados com
siRNAs. A transfeccdo foi realizada no terceiro dia de cultivo e a expressdo relativa de Opn4x
analisada 3, 6 e 12 horas ap06s transfeccdo. Cada barra corresponde a média + EPM (n=3) relativa
ao valor do controle. Barra branca, grupo controle, na auséncia do siRNA; barras pretas, grupo

experimental, transfectado com siRNA.
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“A tarefa ndo é tanto ver aquilo que ninguém viu, mas pensar o que ninguém ainda pensou

)

sobre aquilo que todo mundo vé.’

Arthur Schopenhauer



DISCUSSAO

1. Melanoforos de Xenopus: modelo de reldgio periférico

Os melantforos de Xenopus laevis tém sido amplamente utilizados em estudos
hormonais, ensaios farmacoldgicos, migracdo pigmentar e vias de sinalizagdo celular
(Salin e Ali, 2011). Entretanto até ha alguns anos nenhum desses estudos considerava o
papel dos genes do relégio nesses processos fisiologicos. A partir da descoberta da
melanopsina (Provencio et al., 1998) essa abordagem foi incluida nos estudos e hoje temos
mais dados disponiveis na literatura sobre a organizacdo do sistema circadiano em
Xenopus, os quais serdo amplamente discutidos neste trabalho. Além da fantéstica
caracteristica de migracdo dos granulos de melanina pelo citoplasma da célula, que pode
ser observada visualmente, os melan6foros apresentam-se como um excelente modelo de
estudo de reldgio periférico, uma vez que possuem um sistema de deteccdo de luz
(melanopsina), genes de relogio (Bluhm et al., 2012; Moraes et al., 2014b) e genes
controlados pela maquinaria dos genes de reldgio, conhecidos como clock-controlled genes

(Murre et al., 1989; Bentley et al., 1994; Camp et al., 2003; Murisier e Beermann, 2006).
Foi demonstrado que culturas de células podem ser sincronizadas independentemente
de um oscilador central. Fibroblastos de camundongo foram sincronizados por choque de
soro (Balsalobre et al., 1998) e células de Danio rerio foram sincronizadas por luz
(Whitmore et al., 2000). Dois trabalhos mostraram que células em cultura agem como
populagdes, onde cada célula individual tem seu ritmo proprio na auséncia de um estimulo.
Porém quando estimuladas, todas as células assumem a mesma fase de oscilacdo,
sincronizando toda a populacdo e dando origem aos ritmos observados. Na auséncia de
estimulo, o ritmo populacional é perdido gradualmente, o que explica a perda de ritmo nos
relogios periféricos quando colocados em condigdes constantes (Welsh et al., 2004; Carr e
Whitmore, 2005). Esses trabalhos evidenciam a precisa comunicacéo que deve existir entre

osciladores centrais e periféricos na manutencdo da homeostase do organismo. Em
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organismos e/ou células que sdo diretamente fotossensiveis e dessa forma os rel6gios
periféricos podem ser sincronizados por luz, o impacto dessa comunicag¢do pode ser ainda
maior, 0 que torna o estudo sobre o mecanismo de funcionamento dos reldgios periféricos
uma questéo de grande importancia.

O sistema circadiano que controla a geracao do ritmo nos vertebrados é composto
por trés diferentes estruturas as quais possuem conexdes umas com as outras, e dessa
maneira formam o eixo circadiano central que parece ser comum a todos os vertebrados.
Essas trés estruturas sdo a retina, o complexo pineal (pineal e olho/érgdo parietal) e o
nacleo supraquiasmatico do hipotdlamo ou regibes homologas. Cada uma delas
aparentemente estaria envolvida no controle da ritmicidade circadiana e/ou conteriam um
oscilador proprio que é capaz de sustentar essa ritmicidade in vitro (Menaker et al., 1997).
Inicialmente pensava-se que apenas as retinas de Xenopus laevis (Besharse e luvone, 1983)
e de Gallus gallus (Pierce et al., 1993) em cultura apresentavam oscilagéo circadiana;
entretanto hoje se sabe que a retina de outros animais incluindo mamiferos possuem essa
caracteristica (Menaker e Tosini, 1996; Tosini e Menaker, 1996).

Alguns estudos anteriores revelaram que muitos aspectos da fisiologia visual sdo
controlados por um reldgio circadiano (Besharse e luvone, 1983; Cahill e Besharse, 1993,
Green et al., 1995). A partir de entdo este sistema tem sido extensivamente analisado no
que diz respeito a ritmicidade in vitro e se sabe que os fotorreceptores (cones e bastonetes)
de X. laevis contém um relégio circadiano que controla a sintese e liberacdo de melatonina
(Cassone, 1998).

Zhuang e colaboradores (2000) demonstraram, pela primeira vez, que Perl e Per2
sdo ritmicamente expressos na retina de X. laevis in vivo sob estimulo de ciclos claro-
escuro. Analise de Per2 em 12:12 CE mostrou uma expressao 8 vezes maior durante a fase

de claro quando comparada a do escuro. Animais submetidos a luz constante apresentaram
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valores elevados de transcricdo (valores similares ao observado no pico de expressao de
animais mantidos em CE), os quais se mantinham altos durante a noite subjetiva. Em
contraste, em escuro constante nenhuma variagéo foi observada para Per2. Para descartar
que a auséncia de um ritmo em escuro constante fosse devida a uma arritmicidade do
tecido, foi analisada a expressdo de outros genes e demonstrado que TPH (triptofano
hidroxilase), um gene controlado pelo reldgio apresentava um ritmo de transcricdo. Por
outro lado, Perl apresentava um ritmo de expresséo tanto em escuro constante quanto em
ciclo claro-escuro, sendo considerado um gene circadiano enquanto Per2 exibia um ritmo
diurno disparado pela luz (Zhuang et al., 2000). Uma andlise similar na retina de X. laevis
mostrou que, dentre todos os genes da familia dos Criptocromos, somente Cryl exibia um
robusto ritmo em ciclo CE e que todos os Crys (Cryl, Cry2a and Cry2b) apresentavam
oscilacdo da transcricdo entretanto com baixa amplitude quando submetidos a escuro
constante (Zhu e Green, 2001).

Neste trabalho demonstramos que varia¢fes na transcri¢do dos genes do relégio em
melandforos de X. laevis em cultura requererem exposic¢do a ciclos claro-escuro. Perl,
Per2 e Bmall apresentam variagao temporal exclusivamente em CE, entretanto um robusto
ritmo circadiano € observado somente para Perl, o qual apresenta forte ativacdo da
transcri¢cdo durante a fase de claro, com um aumento de aproximadamente 80x em relagdo
a células mantidas em EC. Similar ao que foi visto na retina de X. laevis (Zhuang et al.,
2000), Per2 apresenta um pico de expressdo durante a fase de claro, sendo neste modelo
também considerado um gene induzido por luz. Nossos resultados provenientes de
estimulacao por luz azul corroboram essa hipotese, uma vez que somente os genes Perl e
Per2 foram ativados nesta condicdo. Experimentos in vitro com retina sincronizada de

Xenopus demonstraram que 3 horas de luz ou tratamento com dopamina nos ZTs 0, 2, 10
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ou 18 induzem a expressao de Per2, dobrando os niveis do transcrito, enquanto que Perl €
também induzido, entretanto fracamente, no ZT2 (Steenhard e Besharse, 2000).

A retina de Xenopus laevis contém um reldgio independente e que pode ser
diretamente ajustado pela luz. Neste tecido, os genes Cry Sd0 expressos
predominantemente nas células fotorreceptoras, diferente do que é observado para
mamiferos, onde o0s genes Cry sdo expressos exclusivamente nas camadas de celulas
ganglionares e camada nuclear interna (Miyamoto e Sancar, 1998). Similarmente outros
genes de reldgio sdo expressos também nas células fotorreceptoras como Clock (Zhu et al.,
2000) e Bmall (Anderson et al., 2001). Em adicdo, outros tecidos de Xenopus também
expressam os genes de reldgio (Zhuang et al., 2000; Zhu e Green, 2001), dentre eles a pele.
Esses resultados somados aos achados deste trabalho suportam a ideia da presenca de uma
completa e funcional maquinaria molecular de genes de reldégio ndo somente em
osciladores centrais, mas também em tecidos periféricos de Xenopus.

Nossos resultados mostram que o gene Clock é constitutivamente expresso nos
melandforos de Xenopus, sendo este gene inalterado pelo ciclo claro-escuro, escuro
constante ou pulso de luz. Similarmente, estudos in vitro usando olhos em cultura também
demonstraram que a expressao do RNAm de Clock é constante em CE ou EC (Zhu et al.,
2000). Embora Clock seja constitutivamente expresso, sua auséncia leva a perda da
ritmicidade da producdo de melatonina na retina (Hayasaka et al., 2002), portanto sua
expressdo é essencial para sustentar a ritmicidade na retina de Xenopus laevis.

No peixe Danio rerio, a luz possui um papel de acoplador dos reldgios presentes
nos tecidos periféricos e também em células em cultura (Whitmore et al., 2000). E
importante mencionar que este animal possui quatro genes Per (perla, perlb, per2 e per3),
e seis genes Cry (cryla, crylb, cry2a, cry2b, cry3 e cry4), sendo todos arrastados por luz.

Anélises de arrastamento fotico utilizando células Z3 e PAC2 de Danio sugerem um papel
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predominante de per2 como um gene induzivel por luz responsavel pelo reset do reldgio
(Cermakian et al., 2002; Hirayama et al., 2003). Por outro lado, utilizando as mesmas
células PAC2, foi demonstrado que perl é reprimido por luz trabalhando como um dos
principais parceiros do gene cry na al¢a negativa da maquinaria do relégio que inibe o
heterodimero CLOCK:BMAL1 (Vallone et al., 2004). Farhat e colaboradores (2009)
demonstraram que em células ZEM-2S de Danio, a expressdao de perl e crylb é
sincronizada pelo ciclo claro-escuro, contrério ao que foi proposto em células PAC2 onde
perl é reprimido por luz e per2 responsavel pelo reset do relégio (Vallone et al., 2004).
Em adicdo, em células ZEM-2S, per2 é diretamente induzivel por luz (Vatine et al., 2011,
Ramos et al., 2014), enquanto que perlb e crylb foram levemente modulados por este
estimulo (Ramos et al., 2014). Esses dados podem ser interpretados com base nos
experimentos realizados por Gavriouchkina e colaboradores (2010) que demonstraram que
uma subfamilia PAR (proline- and acidic amino acid-rich) composta por fatores de
trascricdo incluindo TEF (thyrotroph embryonic factor) e DBP (D-site binding protein)
atuam como fatores de transcricdo que regulam a expressao de genes que séo diretamente
induzidos por luz em células embrionarias de Danio rerio. Assim, a estimula¢do de uma
molécula fotorreceptora por luz leva a ativacdo de TEF, o qual promove a transcrigdo de
per2 e cryla através de sua ligacdo ao elemento D-box e assim promovendo o reset do
relégio (Vattine et al., 2011).

Em Xenopus, o ciclo claro-escuro sincroniza a expressao de Perl, mas nédo de Per2, e
0 pulso de luz azul promove um aumento na transcricdo de Perl e Per2. O papel
fisioldgico do rapido aumento desses genes em resposta a luz azul permanece em aberto,
todavia alguns trabalhos mostraram que o gene Per2 possui um papel fundamental na

sincronizacao do reldgio em resposta a luz em Xenopus e Danio. O gene Per2 parece estar
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envolvido com o inicio da sincronizacgéo por luz da glandula pineal (Ziv e Gothilf, 2006)
em Danio e da retina (Zhu e Green, 2001) em Xenopus.

E importante destacar que todos os estudos acima mencionados com células Z3 e
PAC2 de Danio (Cermakian et al., 2002; Hirayama et al., 2003, Vallone et al., 2004) foram
conduzidos com 15% de soro fetal bovino, enquanto que em células ZEM-2S o soro foi
reduzido para 2% em todos os protocolos experimentais (Farhat et al., 2009; Ramos et al.,
2014). Deste modo, uma possibilidade que poderia explicar as diferengas de respostas na
inducéo dos genes Per por luz em nossos experimentos com melandforos de Xenopus em
relagdo as células Z3 e PAC2 de Danio rerio que sdo também responsivas a luz, pode ser
devido ao fato de que em nossos experimentos o soro foi reduzido para 2%, e isso poderia
de alguma forma levar a uma regulacdo diferente do gene Per2, uma vez que foi
demonstrado que soro em altas concentra¢Ges pode atuar como sincronizador da expressao
de genes de reldgio (Balsalobre et al., 1998).

Perl parece ser o responsavel pelo arrastamento da maquinaria molecular do
relégio nos melan6foros de Xenopus, uma vez que a expressao desse gene é fortemente
afetada pelo pulso de luz azul (RNAmM de Per aumentou cerca de 15 vezes depois do pulso
de luz azul). Reforcando essa possibilidade, nosso laboratério demonstrou previamente que
em X. laevis, independente da duracdo da fase clara (14:10 CE), altos niveis de Perl sdo
sustentados durante o periodo de luz (Bluhm et al., 2012). Um paralelo entre os resultados
apresentados aqui e os dados de Bluhm e colaboradores mostram diferencas na transcrigcao
dos genes Per2 e Bmall, provavelmente devido a diferengas nos protocolos experimentais:
trocas de meio e 14:10 CE, Bluhm et al., 2012, auséncia de troca de meio e 12:12 CE, este
trabalho. Como os melanoforos utilizados neste trabalho foram mantidos sem nenhum tipo
de manipulacdo, o Unico agente sincronizador desta cultura poderia ser a luz proveniente

do ciclo claro-escuro ou do pulso de luz azul. Dessa forma, nos acreditamos que o aumento
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da transcricdo do gene Perl ocorre em resposta a luz, independente se a fonte é o ciclo
claro-escuro ou o pulso de luz, e predominante sobre outras pistas ambientais. Ja para a
expressao de Per2 e Bmall, a luz parece néo ser suficiente (resultados apresentados aqui) e
existe a necessidade de outro zeitgeber, como por exemplo a troca de meio (Blumh et al.,
2012, este trabalho).

Nossos resultados mostram que a expresséo de Perl aumenta mais cedo que Per2
apos estimulacdo por luz azul. Em adi¢do, o aumento do RNAm dos genes Per em CE é
observado somente durante a fase de luz. Estes dados sugerem que o efeito da luz no foto-
arrastamento poderia ser mediado por uma opsina que € ativada no comprimento de onda
do azul (estimulagdo com 450-475 nm induziu aumento de Perl e Per2), afetando a
expressdo de Perl. Todos os outros componentes do relégio seriam entdo alterados em
resposta a ativacdo primaria de Perl.

Estudo dos genes de reldgio em cultura de Rat-1 (Welsh et al., 2004) e PAC2 de
Danio (Carr e Whitmore, 2005) através da analise de células individuais mostrou que o
amortecimento do ritmo em células em cultura ocorre ap6s alguns ciclos devido a perda de
acoplamento entre as células, levantando a questdo “quanto tempo € necessario para a
perda de oscilagdo na cultura?”. Dados da literatura mostram que o tempo parece ser
dependente da espécie, do tecido e do gene analisado (Carr e Whitmore, 2005; Welsh et
al., 2004; 2005). Neste estudo, os melan6foros foram mantidos em EC por 5 dias. O fato de
que ndo observamos nenhuma varia¢do nesta condi¢do, mas que CE dispara um padrédo
oscilatorio indica que a luz é um poderoso agente acoplador, trazendo a populacéo celular
para a mesma fase.

A luz no comprimento de onda de 460 nm estimula um fotopigmento, possivelmente
melanopsinas (ou uma delas) em melanoforos de Xenopus, levando a dispersédo de granulos

de melanina no citoplasma (Isoldi et al., 2005). N6s demonstramos aqui que um pulso de
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luz azul de 450-475 nm, o comprimento de onda que estimula melanopsinas, criptocromos
e/ ou teleost multiple tissue opsin (TMT), aumenta a expressdo de Perl e Per2; sendo
assim, € muito provavel que um destes fotopigmentos seja responsavel pela transducdo de
luz para o reldgio bioldgico nos melanoforos.

O envolvimento de um fotorreceptor de luz azul na inducdo de per2 também foi
demonstrado nas células Z3 (Cermakian et al., 2002) e ZEM-2S (Ramos et al., 2014) de
Danio, sugerindo a participagdo das melanopsinas, criptocromos ou TMTs nesta resposta.
A participacdo dos criptocromos como molécula fotorreceptora foi descartada apos a
constatacdo de que esta proteina age diretamente sobre a maquinaria dos genes de rel6gio
em Drosophila (Emery et al., 1998; Stanewsky et al., 1998; Ceriani et al., 1999) e em
mamiferos sem a necessidade de ativar uma via de sinalizacdo diferente do que é
observado para as opsinas melanopsina e TMT. A via de sinaliza¢do disparada pelos TMTs
no teledsteo Takifugu rubripes (Koyanagi et al., 2013) envolve uma proteina Gi/Go e como
consequéncia hidrolise de nucleotideos ciclicos, diferente do que foi proposto para Danio
rerio, no qual a via que leva a estimulagdo dos genes de reldgio envolve uma proteina Gq,
participacdo de célcio e ativacdo da via NO/MAPK (Ramos et al., 2014), descartando a
participacdo dos TMTs na regulacdo da maquinaria do rel6gio em Danio.

Recentemente, foi mostrado que em Danio a ativacdo de genes de relégio é
induzida tanto por luz azul quanto por luz vermelha através de elementos de D-box em
seus promotores, por diferentes vias de sinalizacdo (Mracek et al., 2013). Portanto, a falta
de resposta nos espectros de luz vermelha em melan6foros de Xenopus aqui apresentada
pode ser devida a perda de um dos mecanismos descritos em Danio. Os resultados aqui
apresentados adicionam uma importante contribui¢do para o entendimento da evolugéo de

arrastamento em células de vertebrados colocando um ponto interessante entre o foto-
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arrastamento em células de peixes e anfibios (sensiveis a luz) e células de mamiferos
(insensiveis a luz).

Além da resposta de aumento da expressdao de genes do reldgio por luz, os
melandforos de X. laevis respondem também a luz com dispersdo de granulos de melanina,
com maxima dispersdo entre 450 e 470 nm (Isoldi et al., 2005), faixa na qual as
melanopsinas sdo maximamente excitadas (Berson et al., 2002). De fato, n6s mostramos
que a disperséo de granulos de melanina foi induzida pela luz azul. Somado a esses dados,
0 pulso de luz azul mostrou uma modulacdo diferencial para as duas melanopsinas
expressas neste modelo. O pulso de luz azul diminuiu a transcricdo de Opn4x em todos 0s
horéarios analisados ap06s o estimulo, enquanto a expressdo de Opn4m n&o foi alterada. Se
compararmos esses dados com outras opsinas conhecidas por serem inibidas por luz
(Hannibal et al., 2005), Opn4x poderia ser provavelmente o fotopigmento funcional nesta
célula. Estes autores mostraram que o RNAm da melanopsina apresenta variacdes
temporais com niveis mais elevados durante o inicio da noite subjetiva, entretanto, quando
ratos foram expostos a luz constante apresentaram uma diminuicdo drastica da expressao
da melanopsina, chegando a niveis ndo detectaveis apds 5 dias nesta condicdo. Anélise
evolutiva de opsinas paralogas mostra divergéncia espectral em locais que possam estar
envolvidos na absorcdo de luz pela melanopsina (Borges et al., 2012), o que favorece
papeis diferenciais para resposta de opsinas a luz. Além disso, estes resultados podem ser
interpretados como uma diminuicdo fisioldgica de fotopigmentos em resposta a um
aumento da exposicdo a luz (Organisciak e Vaughan, 2010). Outro dado que fortalece a
hipdtese de diferentes fungdes para as duas melanopsinas nos melanéforos de Xenopus é a
localizagdo proteica dessas opsinas. A proteina OPN4x se apresenta distribuida ao longo da
membrana celular e regifes proximas ao nucleo, o que € tipico e esperado de um

fotopigmento, o qual, na membrana, exerce sua funcdo de captacdo do féton de luz e,
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préximo ao nucleo, encontra-se, provavelmente, dentro de cisternas do aparelho de Golgi.
Entretanto, um resultado inesperado foi observado para a proteina OPN4m, a qual se
encontra claramente concentrada na regido do nucleo. A presenca de uma opsina no nicleo
ou na membrana nuclear é algo que até o momento ndo foi descrito na literatura, e
constitui-se como um achado extremamente interessante sendo o estudo de sua funcéo alvo
de novos experimentos. E possivel que, semelhantemente aos criptocromos de mamiferos,
essa melanopsina seja um fator de transcricdo. Resultados similares foram observados na
cultura ZEM-2S de Danio rerio (Ramos, 2014), onde OPN4m1 tem localizagéo similar a
OPN4x de Xenopus, e OPN4m2 similar a OPN4m. Hoje se sabe que o peixe Danio rerio
possui cinco genes que codificam a melanopsina (Davies et al., 2011) e que estes 5 genes
também sdo expressos na cultura de ZEM-2S, embora Opn4m-3, Opn4x-1 e Opn4x-2
apresentem baixos niveis de expressdo (Ramos et al., 2014).

Como Opn4x ¢ sincronizada pelo ciclo claro-escuro (Moraes et al., 2014b), é
sensivel ao pulso de luz azul, e possui localizagdo na membrana o que permite o
desempenho de sua funcdo como fotorreceptor, acreditamos que esta opsina seja o
candidato mais forte a fotopigmento funcional responsavel por traduzir o estimulo
luminoso nos melandforos. Estudos que comprovem a funcionalidade desta opsina através
de RNAI estdo sendo realizados a fim de solucionar essa questéo.

N&o podemos descartar a presenca e a possibilidade de outros fotopigmentos nao
conhecidos participarem neste processo. Mas o fato de a exposicdo a comprimentos de
onda longos (615-635 nm) né&o ter alterado a expressdo desses genes sugere fortemente a
participacdo de um pigmento sensivel ao comprimento de onda curto (450-475 nm, azul),
como por exemplo, a melanopsina, que estaria atuando na sincronizacdo do relégio

enddgeno mediada pelo ciclo claro-escuro.
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2. Via de sinalizacdo da melanopsina

A partir dos resultados obtidos com células submetidas a fotoperiodo e estimulacao
com luz azul, o passo seguinte deste trabalho tinha como objetivo investigar a via de
sinalizacdo que resulta na ativacdo dos genes Perl e Per2. A melanopsina possui maior
homologia com as opsinas de invertebrados do que com opsinas de vertebrados, e dessa
forma envolve a ativagdo de uma proteina Gq e a consequente ativacdo da via dos
fosfoinositideos em mamiferos (Graham et al., 2008; Hankins et al., 2008), aves (Contin et
al., 2006) e em melanoforo de Xenopus laevis (Isoldi et al., 2005). Ap6s a foto-estimulacéo
da melanopsina, e ativacdo da proteina Gq, ocorre ativagdo de uma PLC. Nossos resultados
demonstram que a presenga de inibidor de PLC, U-73122, bloqueia a resposta evocada
pela luz azul nos genes Perl e Per2, indicando a participacdo da via da PLC na ativacéo
dos genes do reldgio em melano6foros de X. laevis. O inibidor utilizado neste experimento
tem um amplo espectro de acdo, inibindo inespecificamente todas as isoformas da PLC.
Atualmente, a isoforma proposta para participar da via de sinalizacdo da melanopsina € a
PLCB,, devido a sua alta expressdo na retina de mamiferos quando comparada a outros
isoformas. Essa isoforma possui forte semelhanca com a enzima PLCP norpA em
Drosophila e a delecdo dessa enzima aboliu a foto-resposta em um subtipo de células
ganglionares positivas para melanopsina na retina de camundongos (Hughes et al., 2012).

O proximo passo desta via € a clivagem de fosfolipideos de membrana, fosfatidil-
inositol-4-5-bifosfato (PIP2), pela PLC, originando como subprodutos inositol 1,4,5
trisfosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) e consequente aumento de calcio intracelular.
Vaérios estudos tém demonstrado que a ativagdo da melanopsina por luz promove um
aumento de calcio (Sekaran et al., 2003; Isoldi et al., 2005; Panda et al., 2005; Melyan et
al., 2005; Qiu et al., 2005; Kumbalasiri et al., 2007). Dois tipos de receptores promovem

aumento de calcio intracelular: (1) os canais IP3 e receptores rianodina, que liberam célcio
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dos compartimentos internos (Berridge et al., 2002) e (2) canais TRP, os quais promovem
entrada de calcio extracelular (Hughes et al., 2012). A abertura dessas canais ocorre
através da ligacdo de IP3 pela diminuigdo de PIP, na membrana ou pela liberag&o de acidos
graxos provenientes da clivagem de DAG (Hughes et al., 2012). O papel do célcio nos
melanéforos de Xenopus laevis ndo foi ainda elucidado devido a dificuldades
experimentais no uso da microscopia confocal. Experimentos prévios de nosso laboratorio
demonstraram que estimulo de luz prolongado (maior que 10 minutos, laser 488nm) néo
mobilizou célcio nos melan6foros de X. laevis. Este resultado deve ser interpretado com
cautela e considerado o efeito foto-tdxico causado por exposicdo de células a estimulos
luminosos de longa duragdo. Novos experimentos serdo realizados a fim de esclarecer o
papel do célcio. Dados de nosso laboratério demonstraram a participacdo do célcio na
resposta dos genes de reldgio a luz em células ZEM-2S (Ramos et al., 2014), entretanto
ndo estd claro de onde provém o célcio, de estoques intracelulares ou do espaco
extracelular.

A préxima questdo a ser respondida seria qual a participacdo da proteina quinase C
(PKC), a qual pertence a uma grande familia de proteinas, na sinalizagdo em melant6foros
de Xenopus. O blogueio de PKC pelo inibidor ndo especifico Ro 31-8220 aboliu 0 aumento
da expressdo de Perl e Per2 em resposta ao pulso de luz azul, semelhantemente ao
relatado em Danio rerio para per2 (Ramos et al., 2014). Entre todas as isoformas de PKC,
a mais provavel de participar da ativacdo dos genes de relégio € PKCzeta, pois o
silenciamento de seu gene em camundongos gerou um comportamento semelhante ao
fenotipo de animais nocautes para melanopsina (Peirson et al., 2007). Em adic¢do, nos
melanoforos de Xenopus foi demonstrada a presenca de PKCzeta, alem de outras duas
isoformas, PKC classicas Bl ¢ B2 (Isoldi et al., 2003). Vale ressaltar, no entanto, que

PKCzeta é insensivel aos niveis de Ca®*, sendo portanto o papel deste cétion
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provavelmente voltado para estimulagdo de calmodulina e ativacdo da via de MAP
quinases, como apontado em Danio (Ramos et al., 2014). Neste caso a PKC em Xenopus
também poderia ativar a via da MAPK envolvida com a regulacéo génica. Ou ainda a PKC
atuante no nosso modelo poderia ser uma das duas isoformas classicas demonstradas por
Isoldi e colaboradores (2003), que sdo sensiveis ao célcio.

Em conjunto esses dados indicam que o aumento da expressdao de Perl e Per2
induzido por pulso de luz azul ativa a via dos fosfoinositideos nos melanéforos de Xenopus
laevis, similar ao que € observado na retina de mamiferos (Hankins et al., 2008),
fortalecendo a hipdtese da participacdo da melanopsina nesta resposta.

Embora tenhamos apresentado os passos iniciais da via de sinalizagdo que ativa 0s
genes do reldgio, quais 0s componentes que chegam ao nucleo e ativam essa transcri¢do
ainda permanecem obscuros. Como a via dos fosfoinositideos seria capaz de modular
fatores de transcricdo para os genes de reldgio? A resposta para essa pergunta poderia estar
na interacdo dessa via de sinalizagdo com outras vias, num processo conhecido como
crosstalk. De fato nosso laboratério demonstrou em rel6gio periférico de Danio rerio que a
via dos fosfoinositideos interage com a via de NO/MAPK (Ramos et al., 2014). Outra forte
evidéncia que poderia fortalecer a possibilidade de um crosstalk vem dos achados de Isoldi
e colaboradores (2005) através do estudo da via de sinalizacdo da melanopsina ativada por
luz que leva a dispersao de granulos de melanina. Um aumento de GMPc em resposta a luz
foi observado, porém, curiosamente o bloqueio da proteina quinase G (PKG) néao abolia a
resposta de dispersdo, deixando em aberto o papel desde nucleotideo ciclico na foto-
resposta. Por esse motivo e pelo fato de AMPc e GMPc serem dois importantes
componentes que atuam na geracdo dos ritmos nos NSQs de mamiferos, prosseguimos a
investigagcdo da via de sinalizagdo nos melandforos por meio do estudo desses dois

nucleotideos.
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Um importante efetor da sinalizacdo de AMPc é a PKA (proteina quinase A
dependente de AMPc), a qual é capaz, entre outros efeitos, de catalizar a fosforilacdo de
CREB (cAMP response element binding protein) em varios modelos (Golombeck e
Rosenstein, 2010). Foi proposto que o AMPc parece ser ndo s6 um componente da
sinalizacdo que leva ao arrastamento, mas também parte do proprio mecanismo molecular
do relogio circadiano (O’neill et al., 2008). Uma evidéncia que fortalece essa questdo é a
variacdo temporal no contetdo de AMPc e na atividade de PKA no NSQ mostrado em
experimentos in vitro (Prosser e Gillette, 1991) e ex vivo (Ferreyra e Golombeck, 2000).

Em adicdo ao conhecimento sobre a sinalizagdo no NSQ, alguns trabalhos
investigaram estes mesmos componentes em células modelos de reldgio periférico em
cultura. Isoldi e colaboradores (2010) propuseram uma possivel interacdo entre a via dos
fosfoinositideos e a via de AMPc/PKA no modelo de melan6foro de X. laevis, onde a luz
atuaria inibindo esta via, através do aumento dos niveis de calcio intracelular, ativacéo de
calcineurina (fosfatase PP2B) e uma consequente inibicdo de adenilil ciclase; ou ainda por
meio da ativacdo de PKC, fosforilacdo de proteinas de ancoramento (AKAPS) associadas a
PKA e desestabilizacdo do seu ancoramento a membrana celular. Foi avaliado o papel do
AMPc em dois diferentes modelos em cultura do peixe Danio rerio, células Z3 (Cermakian
et al., 2003) e ZEM-2S (Ramos et al., 2014). Entretanto estes estudos ndo conseguiram
elucidar completamente o papel do AMPc no ajuste do rel6gio em tecidos periféricos. Nas
culturas destes dois tipos de células, a inibicdo de PKA reduz o aumento da expressdo do
gene Per2 causado pelo estimulo luminoso, enquanto que a adi¢do de forscolina, um
ativador de adenilil ciclase, ndo teve efeito sobre sua expressdo. Nos melanoforos de
Xenopus ndo foi observada a ativacdo de AMPc por estimulo luminoso, corroborando o

que foi mostrado em Danio rerio.
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Outro candidato com o qual a via dos fosfoinositideos poderia fazer crosstalk e
ativar os genes do reldgio é a oxido nitrico sintase (NOS) através de sua fosforilagdo pela
CAMK Il (Golombek e Rosenstein, 2010). A participacdo do NO no arrastamento fotico
foi demonstrada por diversos grupos (Ding et al., 1994; Watanabe et al., 1995; Melo et al.,
1997), e hoje se sabe que esta via é ativada em resposta a pulso de luz no NSQ. Um pulso
de luz dado no inicio da noite abre canais RyR/IP; mobilizando célcio dos estoques
internos, enquanto que um pulso dado no final da noite promove aumento da sintese de
GMPc através de NO levando a ativacdo de PKG. Manipulagdes farmacolégicas dos niveis
de GMPc (inibicdo de PDE, fosfodiesterase de GMPc, e aumento das concentragcdes de
GMPc) promovem aumento do avanco de fase dos ritmos circadianos induzido por luz
(Golombek e Rosenstein, 2010). Em consonancia com esses achados, temos um aumento
de 4 vezes na concentracdo de GMPc embora o blogueio da PKG nos melanéforos de X.
laevis ndo tenha afetado a resposta de dispersdo de granulos de melanossomos a luz (Isoldi
et al., 2005). O fato desde nucleotideo ndo estar envolvido com a dispersdo de granulos de
melanina, foco principal do autor, abriu caminho para hipotetizarmos que este aumento de
GMPc poderia estar relacionado ao ajuste dos genes de reldégio por luz. De fato o
tratamento dos melandforos com YC-1, um ativador de guanilil ciclase, promoveu um
aumento da expressao de Perl similar ao que foi visto ap6s o pulso de luz azul. Por outro
lado, a expressdo de Bmall ndo foi alterada, mostrando que o efeito deste ativador é
especifico e assim colocando este nucleotideo como um forte candidato na regulagdo da
maquinaria molecular dos genes do reldgio neste modelo. Um estudo semelhante feito por
nosso grupo demonstrou que a ativacao dos genes do relogio por luz em células ZEM-2S
nédo é mediada por GMPc/PKG, entretanto os componentes que poderiam preceder esta via,

como NOS e CAMK 1l estdo envolvidos nesta resposta. Assim a producdo de NO ativa a
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via da MAPK em Danio rerio (Ramos et al., 2014), de forma similar ao que é visto no
NSQ de mamiferos (Obrietan et al., 1999).

Todos esses dados tomados em conjunto apontam para a participagdo da via dos
fosfoinositideos, a qual realiza um crosstalk com a via do GMPc, o que leva ao controle da
maquinaria molecular dos genes do relégio nos melandforos de Xenopus laevis. Os
mecanismos posteriores a ativacdo da PKG que levam a ativacdo dos genes do reldgio
ainda permanecem em aberto neste estudo e também no NSQ de mamiferos (Golombek e
Rosenstein, 2010).

Se compararmos a via de sinalizacdo no reldgio central de mamiferos (Golombek e
Rosenstein, 2010) com as vias de sinalizagdo encontradas em células em cultura,
consideradas relégios periféricos (Ramos et al., 2014 e dados desta tese), podemos
encontrar similaridades. Nota-se que parte deste mecanismo parece ter sido preservada ao
longo da evolucdo no que diz respeito ao sistema de percepcdo de luz e conducdo desta
informacdo. No entanto, a modulacdo dos genes de reldgio em reldgios periféricos de
diferentes espécies parece envolver diferentes componentes intracelulares. Em
melandforos de Xenopus, o aumento de GMPc em resposta a luz visto por Isoldi e
colaboradores (2005), mas sem participacdo na dispersdo dos granulos de melanina, € de
fato componente essencial na foto-estimulacdo de Perl (este trabalho). Na Figura 36 é
apresentado um modelo hipotético da via de sinalizacdo em resposta a luz azul para

ativacdo dos genes do relégio em melan6foros de X. laevis.
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Modelo hipotético da via de sinalizacao da luz azul
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Figura 36. Modelo Hipotético da Via de Sinalizagdo da Luz Azul em Melanéforos de Xenopus

laevis.

3. Efeito da endotelina sobre os melanéforos

Nos melanoforos embrionérios de X. laevis, cultura na qual a melanopsina foi
descoberta, ¢ conhecido que a luz branca (Isoldi et al., 2005) ¢ o hormonio a-MSH (Cozzi
e Rollag, 1992) causam dispersdo de granulos de melanina, enquanto que outro hormonio,
a melatonina (Binkley et al., 1988; Rollag e Lynch, 1993; Sugden et al., 2004), causa
agregacdo dos melanossomos. Como mencionado anteriormente, o pulso de luz azul
promoveu dispersdo de granulos de melanina da mesma forma que a luz branca. O
tratamento com endotelina-3 atuou da mesma maneira que a luz e, interessantemente,
quando estes dois estimulos foram aplicados juntos, a resposta de dispersédo foi maior, mas

ndo a soma das duas respostas. Em melanoforos de Brachydanio rerio (agora Danio rerio,
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Fujii et al., 1993) e Synbranchus marmoratus (Ramanzini et al., 2006), endotelina-1
promove agregacdo pigmentar de maneira dose-dependente, através da ativacdo da via de
PKC/Ca*". A mesma via é ativada por ETs em anfibios, entretanto a resposta evocada é de
dispersdo dos granulos de melanina (Karne et al., 1993). Como as melanopsinas sao
conhecidas por mediar respostas a luz em melanéforos de Xenopus via PKC/Ca?* (Isoldi et
al., 2005), ET-3 poderia atuar ativando a mesma cascata intracelular que a luz para
modular seus proprio receptor e a expressdo das melanopsinas.

E importante mencionar que a concentragdo de RNAm dos genes de reldgio
apresentados aqui foi mensurada 24 horas ap6s o inicio do tratamento (6 horas de ET-3);
dessa forma os resultados podem ser interpretados como um efeito tardio da endotelina-3
no mecanismo circadiano. Destaco também que o perfil de expressdo do receptor de
endotelina nos melandforos foi recentemente descrito, e nenhuma variagao importante foi
observada em células mantidas em EC ou CE, com ou sem manipulacdo (Moraes et al.,
2014a).

Estudos sobre a dindmica de transcricdo de genes de reldgio em resposta a
endotelina foram anteriormente realizados em nosso laboratério em células embrionarias
ZEM-2S do peixe Danio rerio, demonstrando que este hormonio atua de forma dose-
dependente, e seu efeito varia de acordo com o gene analisado (Farhat et al., 2009). Estas
células mantidas em EC ou CE ndo apresentaram variacdao na transcricdo de Opn4x (hoje
renomeada para Opn4m2), enquanto que o tratamento com endotelina promoveu um efeito
bifasico nessa transcricdo: em doses baixas (10™° e 10" M) o hormédnio promoveu uma
forte ativacdo de Opn4m2, enquanto que em altas concentragdes (10 and 10 M) inibiu a
expressdo de Opn4m2 na maioria dos ZTs analisados. Em adicdo, endotelina 10! M
induziu um perfil circadiano de expressdao para Opn4m2 com altos niveis de RNAmM

durante a fase clara. Em Xenopus laevis, entretanto, o ciclo claro-escuro atua como um
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potente sincronizador da expressdo de Opndx e Opn4m. Um robusto ritmo circadiano foi
observado para Opn4x em células ndo manipuladas mantidas em CE, enquanto um perfil
circadiano foi observado para Opndm em células mantidas em CE somente quando
associado a troca de meio (Moraes et al., 2014a). Desse modo, se compararmos a
expressdo de melanopsinas em Danio e Xenopus, temos que a exposi¢do ao ciclo claro-
escuro parece ser crucial para induzir oscilagdes temporais em Xenopus e ndo em Danio.
Ainda dentro desta perspectiva comparada, o tratamento com endotelina em Xenopus
mostrou efeitos opostos aos observados em Danio, pouca ou nenhuma variagdo foi
observada para as duas opsinas em EC ou CE, exceto na dose 10® M em CE para Opn4x,
onde dois picos de expressdo foram detectados, alterando o perfil de circadiano para
ultradiano (Moraes et al., 2014a). Perfis similares sdo observados em outros modelos que
respondem diretamente a luz. Na retina de Gallus, Opndm e Clock exibem um ritmo
circadiano (Lima et al., 2011); na retina de ratos pigmentados, RNAm de Opn4m e 0s
niveis de proteina oscilam (Hannibal et al., 2013). Em adicéo, em roedores, foi mostrado
que os niveis de RNAmM de Opn4m exibem alteragdes diurnas que sdao mais altas durante a
transicdo do dia para a noite (Sakamoto et al., 2004; Hannibal et al., 2005; Hannibal et al.,
2013). Baseado nestes estudos, nés hipotetizamos que as oscilagdes temporais vistas nas
opsinas poderiam ser uma consequéncia da maquinaria molecular do relégio biolégico,
como um gene controlado pelo reldgio, e ndo uma resposta direta a luz ou ao horménio.

De fato, como j& mencionado, o ciclo claro-escuro sincroniza a expressao de Perl.
Como os efeitos da endotelina sobre as melanopsinas em Xenopus foram observados
somente em CE e nos ensaios de dispersdo ET-3 e luz foram mais eficientes quando
combinados em dispersar granulos de melanina, o tratamento com este horménio para
avaliagdo dos genes de relogio foi feito somente na condigéo de ciclo claro-escuro. Quando

os melanoforos foram tratados com endotelina-3, o perfil de Perl se manteve similar ao
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controle em CE, enquanto os genes que ndo foram diretamente afetados por luz como, por
exemplo, o gene Clock, mostraram-se altamente responsivos ao tratamento. Um estudo
similar foi realizado por Farhat e colaboradores (2009) onde células embrionérias ZEM-2S
do peixe Danio rerio mantidas em 12:12 CE apresentaram um robusto ritmo circadiano
para os genes Perl e Crylb. E o tratamento com endotelina nesta condi¢do ndo alterou o
perfil de expresséo, exceto por uma reducdo de amplitude, exatamente como o observado
neste estudo.

Interessantemente, o tratamento com endotelina 10° M em Danio (Farhat et al.,
2009) e Xenopus (dados deste trabalho) promoveram a mesma resposta no gene Clock. A
luz ndo altera a expressdo de Clock em ambos os modelos, mostrando niveis basais de
transcricdo, enquanto que apds o tratamento com endotelina a expressdo foi fortemente
aumentada e dois picos de expressdo foram observados, um na fase clara e outro na fase
escura. Notavelmente a expresséo do receptor de endotelina ndo é alterada pelo ciclo claro-
escuro ou troca de meio, mas o tratamento com ET-3 10° M aumentou sua expresso em
EC e CE (Moraes et al., 2014a) o que permitiu que as células estivessem sensiveis para
responder ao hormonio. Portanto, enquanto o efeito de ET-3 sobre a expressao de Perl
(diminuicdo da amplitude) requer o melan6foro sincronizado pelo ciclo claro-escuro, para
o efeito na expressdo de Clock isto parece ndo ser necessario.

Da retina de mamiferos, a informacdo de luz é transmitida ao relégio central, para
dai entdo partirem mensagens para o foto-arrastamento dos relégios periféricos. In vivo,
uma grande variedade de fatores neuro-humorais tem sido proposta como sincronizadores
de relogios periféricos (Balsalobre et al., 1998; 2000; Akashi e Nishida, 2000; Yagita e
Okamura, 2000; Yagita et al., 2001). Quando as células séo colocadas em cultura podem se
tornar dessincronizadas, e a expressao de alguns genes em células individuais passarem a

exibir diferentes fases e amplitudes, implicando em uma resultante nula de oscilacdo da
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populagdo (Welsh et al., 1995; 2004). In vitro, varios estimulos tém sido descritos como
sincronizadores da populacdo celular, tais como choque de soro (Balsalobre et al., 1998),
trocas de meio (Yamazaki et al., 2000), éster de forbol (TPA) (Akashi e Nishida, 2000),
glicocorticéides (Balsalobre et al., 2000) e endotelina (Nakahata et al., 2006). Em nosso
modelo, a troca de meio promoveu variagdes temporais em todos o0s genes analisados. Perl
ndo teve o perfil alterado, porém uma redugdo de amplitude foi detectada; a expressdo de
Per2 foi aumentada em quase todos 0s pontos analisados e um atraso no pico de expresséo
foi observado; Bmall e Clock tiveram um aumento da transcricdo com variagdo do
transcrito entre as fases de claro e de escuro. Esses resultados indicam que estas células
requerem um estimulo humoral para promover a sincronizacdo daqueles genes que ndo sao
diretamente sensiveis a luz.

Fibroblastos de rato estimulados por soro fetal bovino ou expostos a diferentes
compostos quimicos apresentam inducédo da transcri¢cdo de Perl e/ou Per2 (Balsalobre et
al., 1998, 2000; Akashi e Nishida 2000; Yagita e Okamura 2000; Yagita et al . 2001)
mimetizando o efeito que a luz exerce sobre esses genes no NSQ. Nessas mesmas células,
endotelina induz a transcrigcdo de Per2 (Yagita e Okamura 2000).

O fato de endotelina nédo ter afetado a expressdo de Perl neste modelo e da
literatura apontar este horménio como um agente sincronizador (Nakahata et al., 2006;
Takashima et al., 2006) fez com que levantassemos a hipotese de que tecidos que sdo
diretamente estimulados por luz apresentam uma menor responsividade a hormonios, 0s
quais poderiam atuar de maneira pontual modulando a expressao génica, mas nao como
sincronizadores. Em modelos animais onde esteja presente alguma opsina, a informacao de
luz exerce um papel mais pronunciado sobre a expressdo de Perl do que o tratamento com
endotelina. Por outro lado em tecidos periféricos que ndo séo capazes de perceber luz, ou o

gene em questdo ndo é diretamente responsivo a luz, endotelina atua como um agente
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ativador/sincronizador, por exemplo atuando sobre Per2 através da mobiliza¢éo de célcio
intracelular (Takashima et al., 2006).

Outros hormonios foram usados como potenciais sincronizadores em Xenopus, €
discutidos aqui para melhor embasar nossa hipotese no que se refere a modulagdo dos
genes do relogio por hormonios. Melatonina e a-MSH, 0s quais possuem efeitos
antagdnicos com relacdo a fisiologia da pigmentacdo, promovendo agregacdo (clareamento
da pele) e dispersdo (escurecimento da pele) respectivamente, foram utilizados em
melandforos de Xenopus e avaliado seu efeito sobre Perl. Similar ao que foi visto apds o
tratamento com endotelina, melatonina diminuiu a amplitude de Perl, mas ndo alterou o
perfil circadiano disparado pelo CE. a-MSH, aplicado em escuro constante durante a fase
de claro subjetivo, desenho experimental que mimetizaria a presencga de luz pela presenga
hormonal, ndo sincronizou a expressdo de Perl (Moraes et al., 2014b). Esses resultados
em conjunto corroboram a nossa hip6tese de que horménios apresentam apenas uma
funcdo moduladora da expressdo de genes de reldgio, sendo a luz a importante pista
sincronizadora neste modelo.

Outros trabalhos que reforcam o papel fundamental da luz para a acéo da endotelina
sdo baseados em estudos de dessensibilizagdo. E bem conhecido que ETs promovem uma
dessensibilizacdo dose-dependente em células pigmentares de vertebrados ndo mamiferos
tais como Zacco temmincki (Hayashi et al., 1996) e S. marmoratus (Ramanzini et al.,
2006). O tratamento de melandforos de Xenopus com altas concentragdes de ET-3 também
dessensibiliza essas células de forma dependente do tempo e da concentragdo (Karne et al.,
1993). Entretanto esse fendmeno so é visto nos melandforos de Xenopus mantidos em EC
(Moraes et al., 2014a), o que traz a tona a nocdo de que a dessensibilizacdo por dose

tambem pode estar relacionada com a condigdo de luz.
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Na pele de mamiferos, ETs sdo produzidas nos queratindcitos, exercendo seus
efeitos nos melandcitos vizinhos (Imokawa et al., 1986), e a producdo destes hormonios €
aumentada em resposta a exposicao a radiagdo UVB (Imokawa et al., 1992). ET-1 estimula
a transcrigdo do receptor de a-MSH (MC1R) em queratindcitos humanos, de forma dose-
dependente (Scott et al., 2002), assim como atividade e transcri¢do da enzima tirosinase
(Imokawa et al., 1995). Em melano6foros de X. laevis, ET-3 aumenta a expressao de Opn4x,
ETc (Moraes et al., 2014a), Per2 e Clock desde que em CE, mais uma vez fortalecendo a
ideia de que o efeito da endotelina é apenas modulador e dependente da luz.

Em melandforos de Xenopus, além de promover a dispersdo de granulos de
pigmento, a luz é um importante fator regulador da expressdo génica por si S6 ou em
adicéo aos efeitos de ET. Este papel de luz em comparacdo com os efeitos hormonais pode
ser explicado pela independéncia do sistema enddcrino e / ou sistema nervoso durante o
desenvolvimento. Por exemplo, em estagios larvais de peixes teledsteos e anfibios, a
resposta de mudanca de cor priméria é diretamente dependente da luz (Ohta, 1983; Binkley
et al., 1988; Ohta e Muramatsu, 1988; Daniolos et al., 1990; Miyashita et al., 1996; Moriya
et al., 1996), e ainda a direcdo da translocacdo de pigmento varia em funcdo do estagio
ontogenetico: em melanoforos embrionarios de Xenopus a luz induz dispersdo pigmentar
(Danilos et al., 1990, este trabalho), enquanto que em melandforos larvais a resposta é de
agregacao (Miyashita et al., 1996; Moriya et al., 1996). Curiosamente, a mudanca de cor se
torna gradualmente mais dependente do controle neural / endécrino, mas pode retornar ao
seu comportamento larval se as células sdo desenervadas ou colocadas em cultura (Fujii,

2000), condig¢des em que a dominancia da luz é restaurada.
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4. Transfecgdo de RNAiI em melandforos de Xenopus

Melandforos de Xenopus laevis em cultura apresentam uma taxa de proliferacdo
celular muito baixa e ndo atingem fase exponencial de crescimento, o que dificulta a
insercdo estavel de vetores ou oligonucleotideos nestas células. Por essa razdo e por serem
essas células de dificil transfeccdo, uma grande dificuldade foi encontrada durante os
processos de transfeccdo dos melandforos Xenopus laevis. No entanto, encontramos na
literatura um trabalho em que os autores obtiveram sucesso, mas sempre por infeccdo viral
(McClintock e Lerner, 1997; Gatlin et al., 2001). Diversas abordagens foram testadas nos
melandforos, como eletroporacdo, nanotubos de carbono e transfeccdo quimica, sendo que
em nenhuma dessas obtivemos resultados relevantes.

Gatlin e colaboradores (2001) propdem que, embora 0 método de transfeccdo
baseado na eletroporacdo seja o predominantemente utilizado em estudos de expressdo
génica, uma serie de fatores deve ser considerada como altas taxas de mortalidade e alta
variabilidade de eficiéncia dependente do tipo celular utilizado. De fato, nossos resultados
comprovam esta afirmacdo, pois mostraram uma eficiéncia muito baixa por esse método.
Esses autores propuseram um método de transfeccdo viral, no qual obtiveram mais de 80%
de eficiéncia e linhagens muito estaveis por periodos prolongados em tipos celulares de
dificil transfeccao.

A partir de entdo decidimos tentar uma nova abordagem utilizando dois diferentes
nanotubos de carbono (NTC), single wall e multi wall. As particulas single-wall foram
demonstradas como potente estratégia experimental para células de mamiferos de dificil
transfeccdo como neurdnios e cardiomiocitos (Ladeira et al., 2010), e tambem em células
de Danio rerio (Ramos, 2014). Embora NTCs single-wall sejam mais eficientes que a

transfeccdo por multi-wall, para a linhagem ZEM-2S de Danio rerio ambas foram
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eficientes para a transfeccdo de siRNA (Ramos, 2014). Para os melandforos de Xenopus
nenhum resultado positivo foi encontrado utilizando esta metodologia.

Outro fator limitante desta técnica para células proveniente de vertebrados néao
mamiferos é que grande parte dos kits comercializados sdo desenvolvidos e testados em
células de mamiferos, dificultando o processo de validagdo em células de outras classes de
vertebrados. Testamos o kit GenMute da empresa SignaGen e surpreendentemente a
eficiéncia de transfec¢do foi muito boa para os melanéforos e também em células ZEM-2S
do peixe Danio rerio (Ramos, 2014). Apdés a validacdo do método, avaliamos o
silenciamento da melanopsina Opnéx.

Para o silenciamento de Opn4x adquirimos quatro oligonucleotideos (siRNA), o0s
quais foram utilizados em conjunto para garantir uma maior eficiéncia do silenciamento e
0 RNAm monitorado 3, 6 e 12 horas ap6s. De fato a utilizacdo desta solu¢do combinada de
siRNA promoveu um silenciamento de Opn4x 12 horas ap0s a transfeccéo.

O proximo passo na busca do esclarecimento do papel das melanopsinas nos
melandforos de Xenopus seriam os experimentos de estimulagdo por luz azul em células
silenciadas por siRNA. Com o silenciamento dos genes da melanopsina poderiamos
comprovar sua participacao no ajuste do reldgio por luz. Embora estes experimentos ndo
tenham sido ainda realizados, um acontecimento surpreendente fez com que nossa hip6tese
da participacdo da melanopsina (uma ou ambas) nesta resposta fosse fortalecida.

Desde o inicio deste ano, diversos experimentos com pulso de luz azul foram
conduzidos como controle positivo do estudo da via de sinalizacdo do célcio em Xenopus
(dados ndo mostrados), porém em nenhum desses experimentos a luz azul promoveu
aumento da expressdo dos genes Perl e Per2 como demonstrado nesta tese em
experimentos anteriores. Esta aparente falta de resposta a luz nos deixou intrigados, entdo

partimos para avaliacdo de uma funcdo fisiologica ja& demonstrada previamente neste
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modelo, a dispersdo de granulos de melanina por luz azul e branca. Apos estes novos
ensaios de dispersdo, nenhuma resposta a luz foi observada. O passo seguinte foi a
realizacdo de um PCR para identificar a presenca tanto das opsinas (Opn4x e Opn4m)
quanto dos genes do relogio (Perl e Per2). Curiosamente constatamos que 0s melandforos
ndo expressavam mais 0s genes das melanopsinas, mas que os genes do reldgio estavam
preservados. Analise quantitativa do RNAm utilizando cDNA proveniente de experimentos
realizados anteriormente com cDNA processado a partir dessas células insensiveis a luz
mostraram uma reducdo da expressao das melanopsinas e nenhuma alteracdo dos niveis de
transcrito para os genes do reldgio.

Esses resultados devem ser analisados com cautela, pois se sabe que células em
cultura podem deixar de expressar determinados genes a medida que atingem passagens
muito elevadas. Os melan6foros de Xenopus sao células que ndo se mantém viaveis apos o
processo de congelamento, o que inviabiliza esta estratégia e implica em uma manutencao
permanente destas células. Dessa forma, com o passar dos anos, a cultura pode ter iniciado
um processo de envelhecimento e deixado de expressar alguns genes, ou processos de
diferenciacdo ou desdiferenciacdo celular. O fato inquestiondvel aqui é que, independente
do mecanismo pelo qual a célula deixou de expressar 0s genes da melanopsina, a resposta a
luz foi abolida nos melanoforos, fortalecendo nossa hipétese da participacdo desta opsina

na regulacao dos genes do relégio por luz.
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Os dados apresentados nesta tese apontam os melandforos de X. laevis como um
modelo para estudo de reldgios periféricos, uma vez que possuem a completa estrutura que
forma o eixo circadiano: (1) expressam duas melanopsinas, Opn4x e Opn4dm, as quais
apresentam diferencas de resposta quando submetidas a ciclos CE e pulso de luz azul e
também diferentes localizacBes das proteinas, abrindo caminho para o estudo da
funcionalidade destas opsinas. Embora ainda em aberta esta questéo, esses dados apontam
fortemente para a Opn4x como o possivel fotopigmento nesta linhagem; (2) expressam a
completa maquinaria molecular dos genes do rel6gio, sendo estes alterados pelo ciclo CE e
pelo pulso de luz azul.

O ciclo claro-escuro notavelmente promove um padrdo ritmico de expressdo do
gene Perl, e a luz azul, o comprimento de onda especifico para ativacdo da melanopsina,
fortemente estimula a expressdo deste gene. Desse modo, neste modelo, o ciclo claro-
escuro € crucial para sincronizar a populacdo celular, ou seja, colocar todas as células da
cultura em fase. Essa sincronizacéo é refletida ndo somente para os genes de rel6gio, mas
também para a expressdo das melanopsinas, sugerindo uma regulacdo da maquinaria
molecular do relégio pelo ciclo 12:12 CE. Somado a isso, demonstramos também que essa
ativacdo dos genes de reldgio por luz é dependente do comprimento de onda, pois
estimulacao por luz vermelha n&o altera a transcricdo dos genes analisados aqui, indicando
mais uma vez a participacao da melanopsina nesta resposta.

Outra importante contribuicdo deste trabalho foi a demonstracdo de que a via dos
fosfoinositideos é ativada em resposta a luz azul, e que esta se comunica com a via da PKG
atrves de um crosstalk, culminando em ultima instancia na ativagéo do gene Perl.

Endotelina modula os niveis de RNAm dos genes de relégio nos melanoforos de

Xenopus laevis de uma maneira dependente da dose e do regime de luz. Dependendo da
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concentragdo e da fase - luz ou escuro - ET-3 exerce efeitos estimulatorios ou inibitorios na
transcrigdo dos genes, sendo os efeitos estimulatérios mais evidentes.

Os efeitos da endotelina na expressdo dos genes do reldgio parecem estar
relacionados com uma prévia sincronizacdo de fase da populacdo celular, uma vez que seu
efeito sobre as melanopsinas so6 foi observado em ciclo CE, e que em células sincronizadas
ET-3 promove forte aumento da expressdo do gene Clock. Em adicdo, o efeito de ET-3 na
translocacdo pigmentar é maior na presenca de luz azul. Estes dados trazem a importancia
do acoplamento entre as células da cultura refletindo o mecanismo molecular do reldgio
funcional, o que parece ser essencial para a acdo do horménio.

De modo geral, os dados obtidos com este projeto constituem uma contribuigdo
pioneira no entendimento dos mecanismos de controle do reldgio periférico de vertebrados

ndo mamiferos.
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