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RESUMO

Muitos vertebrados ectotérmicos ajustam suas cores corporais para serem
confundidos com o ambiente, através da migragdo de pigmentos no interior de
cromatéforos, regulada por sistemas neurais e/ou hormonais. Essas mudancas
de coloragdo auxiliam no mimetismo, termorregulagcdo, comunicacdo social e
expressdo de comportamentos como excitacdo sexual, agressividade e medo.
Entretanto, cromatéforos de inlmeras espécies respondem diretamente a luz.
Estudos sobre a resposta a luz nos melanoforos de Xenopus laevis levaram a
descoberta do fotopigmento melanopsina, uma opsina que esta presente na
retina de todos os grupos de vertebrados, inclusive no homem.

Varios hormonios podem regular o processo de mudanca de cor nos
vertebrados, dentre eles a melatonina, horménio secretado pela glandula
pineal. Este € o principal 6rgdo responsavel pela integracdo do sistema
neuroendocrino dos vertebrados ao meio ambiente, traduzindo direta ou
indiretamente a informacédo do fotoperiodo em sinal hormonal, coordenando
assim os ritmos fisioldgicos circadianos com o meio ambiente.

Os objetivos deste trabalho foram: investigar se a expressao génica das
melanopsinas e do receptor de melatonina em melandéforos de Xenopus laevis
apresenta variacdo temporal sob diferentes condi¢cdes luminosas; verificar se a
expressdo génica das melanopsinas e do receptor de melatonina em
melandéforos de Xenopus laevis pode ser modulada por melatonina.

Dados do trabalho demonstram que as melanopsinas em melanéforos de
Xenopus laevis sdo sincronizadas aos ciclos de claro-escuro, expressando um

robusto ritmo ultradiano com periodo de 16h para Opn4m e um ritmo circadiano



com periodo de 25h para Opn4x. Curiosamente, essa ritmicidade soO foi
observada quando os melanoforos foram mantidos em ciclos 12C:12E e foram
submetidos a troca de meio durante a fase clara do fotoperiodo. A constancia
na expressao génica do receptor de melatonina Mel;c, quer sob diferentes
regimes de luz, quer sob tratamento por melatonina, sugere que esse gene é
extremamente estavel, ndo sofrendo alteracbes ao ser submetido a estimulos
exdgenos, podendo ser considerado um gene constitutivo. O tratamento com
melatonina por 6h na fase clara do fotoperiodo, além de inibir drasticamente a
expressdo de Opndx e Opndm, aboliu a ritimicidade de ambas as
melanopsinas.

Nossos resultados indicam que os melanoforos de Xenopus laevis
possuem um relogio funcional e podem ser caracterizados como relogios
periféricos, porém necessitam do ciclo claro-escuro associado a troca de meio

para exibirem sua sincronizacao.



ABSTRACT

Many ectothermic vertebrates adjust their body color to mimic the
environment, through the pigment migration within chromatophores, regulated
by neural and / or hormonal systems. These changes in color help in
camouflage, thermoregulation, social communication and behaviors such as
sexual arousal, agressiveness and fear. However, chromatophores of several
species respond directly to light. Studies about light response in melanophores
of Xenopus laevis have led to the discovery of the photopigment melanopsin, an
opsin that is present in the retina of all vertebrate groups, including man.

Various hormones may regulate the process of color change in
vertebrates, among them melatonin, hormone secreted by the pineal gland.
This is the main organ responsible for the integration of the neuroendocrine
system of vertebrates to the environment, translating directly or indirectly the
photoperiod information into hormonal signal, thus coordinating physiological
circadian rhythms with the environment.

The objectives of this work were: to investigate whether the gene expression
of melanopsins and melatonin receptor in melanophores of Xenopus laevis
exhibited temporal variation under different light conditions; to verify whether
gene expression of melanopsins and melatonin receptor in melanophores of
Xenopus laevis could be modulated by melatonin.

Our data show that melanopsins in melanophores of Xenopus laevis are
synchronized to light-dark cycles, expressing a robust ultradian rhythm with a
period of 16h for Opndm and circadian rhythm with a period of 25h for Opn4x.

Interestingly, the rhythm was only observed when the melanophores were

Xi



maintained in 12L: 12D regime and medium change was performed during the
fotophase of photoperiod. The constancy in the expression of melatonin
receptor Mel;., either under different light regimes, or under treatment by
melatonin, suggesting that this gene is extremely stable, not being altered by
exogenous stimulus, and may be considered a constitutive gene. Treatment
with melatonin for 6h during the fotophase of the photoperiod, drastically inhibit
the expression of Opn4x and Opn4m, and abolished the rhythm of both
melanopsins.

Our results indicate that melanophores of Xenopus laevis possess a
functional clock and can be characterized as peripheral clocks, but they need
the light-dark cycle associated with change of medium to exhibit their

synchronization.
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INTRODUCAO

A célula pigmentar

Os vertebrados possuem células pigmentares derivadas da crista neural
embrionaria, denominadas cromat6foros (BAGNARA & HADLEY, 1973), que sao
classificadas de acordo com seu contetddo pigmentar e cor. Existem cinco tipos de
cromatéforos: melanéforos (pretos ou pardos e apresentam granulos de melanina
chamados melanossomos); eritroforos (vermelhos e apresentam pigmentos
carotendides e pteridinicos em eritrossomos); xantoforos (amarelos e contém
carotenoides e pteridinas em xantossomos); leucoforos (brancos e contém granulos
de purinas denominados leucossomos) e iridoforos (contém purinas em placas
achatadas chamadas iridossomos) (FUJII & OSHIMA, 1986; FUJII, 1993; FUJII,
2000).

A mudanca de cor nos animais pode ser lenta, chamada de mudanca de cor
morfoldgica, sendo determinada pela variacdo na quantidade de pigmentos e/ou de
células pigmentares. Quando a mudanca de cor € promovida pela translocacéo
rapida de granulos de pigmentos ao longo dos processos dendriticos das células
pigmentares, fazendo com que a mudanca de cor ocorra em minutos, é denominada
de mudanca de cor fisiolégica, sendo uma caracteristica de crustaceos e
vertebrados ectotérmicos (FUJII, 2000).

O melandcito é a Unica célula pigmentar remanescente em aves e mamiferos,
sendo que a capacidade de rapida migracao pigmentar foi perdida (SHERBROOKE
et al., 1988). Os granulos sédo lentamente deslocados ao longo das projecbes

dendriticas para os queratindécitos vizinhos, penas ou pélos (BOISSY, 1988).



As opsinas e aresposta aluz

A fotorrecepcdo visual se da, nos mamiferos, através da retina onde s&o
encontrados os fotorreceptores cones e bastonetes que transformam sinais
luminosos em sinais elétricos. O pigmento visual encontrado nos bastonetes, a
rodopsina, é constituido pelo aldeido da vitamina A, retinal, ligado a uma proteina,
opsina, que pode assumir diferentes conformacdes isoméricas. Os cones possuem
pigmentos visuais formados por 11- cis- retinal e uma opsina que varia, e assim,
confere ao cone a capacidade de absorver diferentes comprimentos de onda de luz
(BALDO, 2007). Os genes para rodopsina em vertebrados apresentam uma
organizagdo de exons e introns altamente conservada, contendo cinco exons e
guatro introns (YOKOYAMA, 2000). Porém, em todos os teledsteos ja estudados, os
genes que codificam para rodopsina ndo possuem introns (FITZGIBBON et al.,
1995).

Nos anfibios, répteis e aves, a pineal juntamente com os olhos laterais,
constitui um eficiente fotorreceptor, sendo os pinealdcitos estruturas semelhantes
aos fotorreceptores da retina (GOLOMBEK & ROBLERO, 2003). O 6rgao parietal de
peixes e lagartos € importante para a percepcdo de amanhecer e entardecer e
possui pigmentos néo retinianos (TERAKITA et al., 2004; SU et al., 2006). Outras
células de vertebrados que também apresentam uma resposta funcional quando
expostas a luz e podem servir como fotorreceptoras extra-retinais sao 0s
melandéforos (ZATZ et al., 1988), neurdnios (OLIVER & BAYLE, 1982) e midcitos
iridiais (BARR, 1989). E mais comum a expressdo funcional de fotorreceptores
extra-retinais em ectotermos e aves do que em mamiferos, e sdo mais frequientes

em animais mais jovens, sendo assim idade-dependentes (ROLLAG, 1996a).



Muitos vertebrados ectotérmicos ajustam suas cores corporais para serem
confundidos com o ambiente, através da migracdo de pigmentos no interior de
cromatéforos, regulada por sistemas neurais e/ou hormonais (BAGNARA &
HADLEY, 1973). Essas mudancas de coloragdo auxiliam no mimetismo,
termorregulacdo, comunicacdo social e expressdao de comportamentos como
excitacdo sexual, agressividade e medo. Entretanto, cromatoforos de inuUmeras
espécies respondem diretamente a luz (BAGNARA, 1957; BAGNARA & HADLEY,
1973; FUJII, 2000).

Quando os cromatoforos apresentam independéncia do sistema nervoso e/ ou
endocrino, como por exemplo, em estagios embrionarios e larvais de teledsteos e
anfibios, pode ocorrer resposta direta a luz visivel incidente (WAKAMATSU, 1978;
OHTA, 1983; OHTA & MURAMATSU, 1988). Com o desenvolvimento, essa
resposta fica submissa ao controle neuroenddcrino e sé reaparece, na maioria dos
casos, se os cromatoforos forem desenervados ou colocados em cultura primaria
(FUJII, 2000). Porém, em alguns teledsteos, respostas foticas foram observadas
mesmo em cromatoforos inervados de adultos. Em Oryzias latipes, por exemplo, 0s
xantoforos (OSHIMA et al., 1998) e leucéforos (OHTA & SUGIMOTO, 1980)
respondem a luz com agregacdo de seus pigmentos, resposta esta que nao é
afetada por bloqueadores de adrenoceptores, demonstrando assim que nao é
evocada via neurotransmissores catecolaminérgicos. A luz pode agregar ou
dispersar os granulos de pigmento nos eritroforos de Oreochromis niloticus (BAN et
al., 2005), fotossensibilidade que ndo depende da idade do animal (OSHIMA &
YOKOZEKI, 1999). Nos comprimentos de onda de 365, 400 ou 600nm, ocorre

agregacao, enquanto em 500nm a resposta é de dispersao (SATO et al., 2004).



Melano6foros dérmicos de Xenopus laevis e melanopsina

Nos mamiferos, os nucleos supraquiasmaticos hipotalamicos (NSQs), que
sdo os reldgios bioldgicos centrais, recebem informacgfes de iluminacdo ambiental
através de uma projecdo da via retino-hipotalamica (MOORE & KLEIN, 1974).
Fotorreceptores classicos, cones e bastonetes, ndo sdo essenciais para 0 ajuste
dos NSQs aos ciclos claro-escuro. Porém, a enucleacgéo bilateral em camundongos
leva o reldgio a correr em livre-curso, com um periodo menor que 24h. Esse fato
levou a descoberta de fotorreceptores retinais outros que ndo cones e bastonetes,
portadores do fotopigmento melanopsina (PROVENCIO et al., 2002), capaz de
capturar a irradiacéo luminosa e enviar essa informacao aos NSQs (BERSON et al.,
2002).

Estudos sobre a resposta a luz nos melanoforos de Xenopus laevis levaram a
descoberta do fotopigmento melanopsina (PROVENCIO et al, 1998). A
melanopsina € uma opsina que foi inicialmente clonada de melanéforos de Xenopus
laevis (PROVENCIO et al., 1998) e esta presente na retina de todos os grupos de
vertebrados, inclusive no homem (PROVENCIO et al., 2000). Esta presente em uma
subpopulacao de células ganglionares da retina dos mamiferos (PROVENCIO et al.,
2002), o que as torna sensiveis a luz, e que envia a informacdo luminosa para os
NSQs (BERSON et al., 2002; HATTAR et al.,, 2002). Essas células medeiam
respostas féticas néo visuais, como constricdo pupilar e supressdo de melatonina,
além de serem responsaveis pelo ajuste do relégio biolégico ao ciclo de claro-
escuro (PANDA et al.,, 2002; 2003). Seu padrdo de expressdo difere entre varias
classes, mas sua presenca € constante em células ganglionares da retina

(PROVENCIO et al., 2000; 2002; ROLLAG et al., 2003).



Em 2006, Bellingham e colaboradores demonstraram a existéncia de dois genes
Opn4 codificando melanopsinas em vertebrados n&do-mamiferos. Essa segunda
melanopsina, Opn4dm, apresenta muito maior homologia com a de mamiferos, do
gue com a de Xenopus laevis.

Foi demonstrada em nosso laboratério a expressdo funcional das duas
melanopsinas em células embrionérias do teledsteo Danio rerio e de retina de
Gallus gallus, de rodopsina na linhagem de eritroforoma GEM-81 do teledsteo
Carassius auratus (IM et al., 2006) e de melanoma S-91 e B-16 do camundongo
Mus musculus (CASTRUCCI et al., dados ainda ndo publicados). Confirmamos
ainda a expressao das duas melanopsinas, a de Xenopus, Opn4x, e a homéloga a
de mamiferos, Opn4m, nos melanoforos embrionarios de Xenopus laevis.

Em um animal ancestral, a expressao de uma opsina em uma célula pigmentar
poderia ter sido o come¢o para que um complexo sistema molecular se
desenvolvesse, resultando no que hoje chamamos de visdo (ARNHEITER, 1998).

A foto-resposta e o espectro de acdo da luz nos melanéforos de Xenopus
demonstraram inicialmente o envolvimento de uma opsina (DANIOLOS et al., 1990)
e a dependéncia do aldeido retinal (ROLLAG & LYNCH, 1993), essencial para
resposta de fotodispersdo (ROLLAG, 1996b). De fato, apds clonagem pelo grupo de
Rollag (PROVENCIO et al., 1998), foi demonstrado que a melanopsina, assim como
as demais opsinas, possui um residuo lisina no sétimo dominio transmembranico,
gue € necessario para a formacdo de uma base shiff com 11-cis-retinaldeido
(EBREY & KOUTALOQOS, 2001). Sua estrutura protéica deduzida suporta a hipotese
de que seja um membro da familia das opsinas que, por sua vez, fazem parte da
superfamilia de receptores acoplados a proteina G (PROVENCIO et al., 1998;

ISOLDI et al., 2009).



Duas respostas cromaticas primarias sdo observadas em melanoforos de
Xenopus laevis, sendo a mais comum a dispersédo dos granulos de pigmentos pelo
citoplasma quando os melanoforos de anfibios sdo expostos a luz (Fig. 1;
DANIOLOS et al., 1990; ROLLAG, 1993). A fotodispersdao ocorre em melanéforos
derivados de embrides de 2 dias (estagio 34) e permanece em explantes da crista
neural e em cultura de melanoforos isolados. Fotoagregacdo ocorre em melanéforos
da cauda de girinos de 12 a 32 dias (estagios 49-55) (MORIYA et al., 1996).

A agregacdo de granulos para a regido perinuclear ap6s exposicao a luz é
menos comum (SELDENRIJK et al., 1979). Essa resposta ocorre na regido
espectral compreendida entre 400-600 nm, sendo a resposta maxima obtida em
500nm (MORIYA et al., 1996). Este espectro de acao é similar ao espectro de
absorcédo do pigmento visual, rodopsina (DANIOLOS et al., 1990). J& a resposta de
dispersao ocorre em 460nm através do fotopigmento melanopsina (ISOLDI et al.,
2005; 2009).

A fotossensibilidade — dispersdo dos melanossomos em resposta a luz - dos
melandéforos embrionéarios, modelo que temos no laboratério, faz deles um modelo

ideal para investigar o sinal de transducao das melanopsinas (ROLLAG et al., 2000).

Figura 1. — Dispersédo dos melanossomos em resposta a luz em melanoforos embrionarios
de Xenopus laevis. Extraido de ROLLAG et al., 2003.



De fato demonstramos em nosso laboratério que a luz em comprimento de
onda de 460nm maximamente estimula as melanopsinas (ou uma delas),
desencadeando uma cascata de ativacdo da via dos fosfoinositideos. Em ultima
instancia, leva ao aumento de Ca?* citossélico e aumento de GMPc (ISOLDI et al.,
2005). No entanto, bloqueio do aumento de GMPc n&o impede a disperséo
pigmentar, deixando ainda em questao o papel desse nucleotideo ciclico na foto-
resposta. A fonte de calcio também € controversa. Alguns autores relatam que
calcio se origina de compartimentos intracelulares (KUMBALASIRI et al., 2007),
outros do meio externo através de canais TRP6 ou TRP7 (WARREN et al., 2006;
SEKARAN et al., 2007). Em cultura de células ganglionares expressando
melanopsina de rato, 90% da resposta a luz pode ser bloqueada por tetrodotoxina,
demonstrando que a maior parte de Ca** entra na célula através de canais de Ca**
dependentes de voltagem (HARTWICK et al., 2007).

Melanéforo de Xenopus laevis mostrou-se também ideal para o estudo da
sinalizagao de horménios como o a-MSH e sua interacdo com a via de transducao
da luz, através de proteinas ancoradoras, como a AKAP, recentemente publicado

por nosso laboratorio (ISOLDI et al., 2009).

Sistema circadiano

Desde os organismos unicelulares até os vertebrados, 0s seres vivos estao
estruturados no tempo e no espaco. Muitos parametros bioquimicos, fisiolégicos e
comportamentais exibidos pelos organismos apresentam flutuacfes diarias, sendo
gue a maioria destes ritmos persiste em condi¢cfes constantes, demonstrando que
eles sdo controlados por osciladores enddgenos. Os ritmos que persistem em

condi¢cBes constantes,e apresentam um periodo de aproximadamente 24 horas, sao



chamados de ritmos circadianos (MENAKER et al., 1997), sendo que muitas, se néo
praticamente todas, as varidveis fisioldgicas e comportamentais de um mamifero
apresentam ritimicidade circadiana. Ritmos que apresentam mais de um ciclo
completo a cada 24h (periodo menor do que 20h, como por exemplo, secrecdes
hormonais) sdo denominados ultradianos. Ja as variaveis, cujo periodo de repeticdo
€ maior do que 28h, apresentam ritmos infradianos, como o ciclo menstrual feminino
e outros processos reprodutivos que, na maioria da espécies, apresenta uma
flutuac&o anual ou sazonal (AFECHE & CIPOLLA-NETO, 2008).

A organizagdo circadiana estende-se tanto amplamente quanto
profundamente dentro da fisiologia e do comportamento dos organismos
multicelulares. No nucleo do sistema que regula e controla os diversos ritmos que
podem ser medidos em vertebrados, sdo encontradas trés estruturas que unidas por
suas interconexdes formam um “eixo circadiano“ central comum a todos os
vertebrados. Essas estruturas sdo as retinas, o complexo pineal (pineal e o
orgao/olho parietal) e o nucleo supraquiasmatico (NSQ) do hipotadlamo (MENAKER
et al., 1997).

O sistema circadiano € organizado hierarquicamente por osciladores
localizados fora do oscilador principal (NSQs), denominados osciladores periféricos
(DAVIDSON et al, 2005). Estes podem ser arrastados por um ciclo ambiental
diferente do Zeitgeber (doador do tempo em alemdo) que arrasta o ritmo de
atividade ou repouso de uma espécie. Os osciladores periféricos podem ou néo
estar acoplados uns aos outros, porém, estdo ligados aos nucleos
supraquiasmaticos. Desta forma, sua expressdo estd conectada e depende da

estrutura temporal do organismo, ainda que eles sejam auto-sustentados e,



portanto, suficientes para a geracdo da oscilagdo da célula ou tecido em que estdo
localizados (MOORE-EDE et al., 1982; DAVIDSON et al, 2005).

Diferentemente dos NSQs, os relégios periféricos foram menos estudados,
mas ja se sabe que ocorrem de peixes a mamiferos. Est4d bem estabelecido hoje
gue ha diversos osciladores em tecidos periféricos (ABE et al., 2002; DAVIDSON et
al., 2005).

Como o0 marca-passo central isolado expressa ritmo sustentado, persistente
por trinta ciclos ou mais, enquanto ritmos periféricos se atenuam em poucos dias
(YAMAZAKI et al., 2000), era aceito que havia uma hierarquia do marca-passo
central sobre o periférico. Porém, varios laboratorios demonstraram a independéncia
do oscilador em muitos tecidos (ABE et al., 2002; COSTA et al., 2005; DAVIDSON
et al., 2005), que provavelmente contém elementos sincronizadores proprios (YOO
et al., 2004). A expressao circadiana, observada em tecidos periféricos, pode ser
ativada diretamente por exposicdo a luz tanto em organismos integros como em
alguns tipos celulares em cultura (WHITMORE et al.,, 2000), ou por outros

sincronizadores como alimento (COSTA et al., 2005; DAVIDSON et al., 2005).

Regulacao das células pigmentares por hormoénios. A melatonina.

Varios horménios podem regular o processo de mudanca de cor nos
vertebrados, dentre eles horménio estimulante de melandcitos (a-MSH); horménio
concentrador de melanina (MCH); prolactina; somatolactina; melatonina;
catecolaminas (norepinefrina e epinefrina). Além desses hormbnios mencionados,
varios fatores de acdo paracrina atuam para regular as respostas fisiologicas dessas
células efetoras, como peptideos opidides; eicosandides, em especial as

prostaglandinas; 6xido nitrico; endotelinas (FUJII, 2000).



A distribuicdo de a-MSH, MCH, catecolaminas e melatonina, além de seus
receptores, é heterogénea em todos os vertebrados, demonstrando a diversidade de
mecanismos regulatérios das células pigmentares (SHERBROOKE et al., 1988).

A melatonina é secretada pela glandula pineal, 6rgdo responsavel pela
integracdo do sistema endocrino dos vertebrados ao meio ambiente, traduzindo
direta ou indiretamente a informacdo do fotoperiodo em sinal hormonal,
coordenando assim os ritmos circadianos com o meio ambiente (EDWARDS &
PIVORUN,1991). A pineal exibe funcdes sensoriais e/ou neuroenddcrinas de acordo
com a classe de animais considerada, estando presente, ao longo da escala
evolutiva, desde os ancestrais dos vertebrados dos periodos Devoniano e Siluriano
(FILADELFI & CASTRUCCI, 1996a).

A melatonina exibe um ritmo diario de secrecdo, mandando mensagens ao
animal para que ele consiga perceber diversas variacbes ambientais, como o
fotoperiodo. E também conhecido como mensageiro do escuro, ja que seu pico de
secrecdo ocorre durante a noite. E liberada pela pineal e transportada pelas
proteinas do plasma, ficando apenas uma pequena quantidade na propria pineal
(FILADELFI & CASTRUCCI, 1996a). Nos anfibios, seu ritmo de secrecdo é
modulado pelo fotoperiodo e pela temperatura (RAWDING & HUTCHISON, 1992).

Em vertebrados inferiores existe um 6rgdo parapineal que em cicléstomos,
elasmobranquios e teledsteos é intracraniano, ficando a esquerda do pendunculo
pineal e conecta-se ao ganglio habenular esquerdo. Em anfibios (6rgéo frontal) e
répteis (olho parietal ou terceiro olho) é extracraniano, embora se conecte ao
mesmo ganglio via nervo parietal. O conjunto formado pela pineal e por esses

orgaos acessorios é denominado complexo pineal (KORF & OKSCHE, 1986).
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Em anfibios, o desenvolvimento ontogenético da pineal é caracterizado por
migragdo celular a partir de uma zona de proliferacéo diencefalica, comegando na
parte posterior e depois para a parte anterior da glandula. Essas células ddo origem
aos fotorreceptores e as células de suporte. Esse processo forma um gradiente na
glandula, com grau de diferenciacdo aumentando do centro para a periferia
(HENDRICKSON & KELLY, 1969). O surgimento da pineal em Xenopus laevis
inicia-se nos estagios 29 e 30 e o do 6rgédo frontal apenas no estagio 42 de seu
desenvolvimento. Os mecanismos moleculares de fotorrecepcdo desenvolvem-se
simultaneamente na retina e na pineal (KORF et al., 1989).

A melatonina é sintetizada a partir do aminoacido triptofano que é captado da
circulacao e transformado em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) através da acdo da enzima
triptofano hidroxilase 1 (TPH1), cuja atividade esta aumentada em duas vezes no
periodo de escuro. O 5-HTP é descarboxilado pela enzima 5-HTP descarboxilase,
formando a serotonina. A serotonina, por sua vez € metabolizada a N-
acetilserotonina (NAS) pela acédo da enzima arilalquilamina N-acetiltransferase (AA-
NAT), e posteriormente a NAS € utilizada como substrato para a enzima hidroxi-
indol-O-metiltransferase (HIOMT) dando como produto final a melatonina (Fig. 2;
SIMONNEAUX & RIBELAYGA, 2003).

O passo limitante na sintese de melatonina € a conversédo de serotonina a N-
acetilserotonina. Esta conversao ocorre apenas no periodo de escuro e é
interrompida no final da noite, ou quando existe um pulso de luz durante o periodo
de escuro. Durante o periodo de escuro a atividade da enzima N-acetiltransferase
estd aumentada em até 100 vezes. Este aumento pode ser devido ao aumento da
transcricdo génica, como ocorre em roedores (ROSEBOOM et al., 1996), ou a

7

diminuicdo da degradacdo da proteina, que € sintetizada continuamente, como
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ocorre nos ungulados (SCHOMEURS et al.,, 2000). Independente do tipo de
mecanismo intrinseco que controla 0 aumento noturno da atividade da N-
acetilserotonina, o sinal que ativa este mecanismo é o aumento da liberacdo de
noradrenalina a partir de uma via simpéatica controlada pelos nucleos

supraquiasmaticos (SIMONNEAUX & RIBELAYGA, 2003).

TRYPTOPHAN

l <«—— Tryptophan Hydroxylase
5-Hydroxytryptophan

l <— 5-Hydroxytryptophan Decarboxylase
Serotonin

l <«——— N-Acetyltransferase
N-Acetylserotonin

l <— Hydroxyindole-O-Methyltransferase

MELATONIN

Figura 2. Representacdo da biosintese de melatonina pela qual o aminoacido triptofano é
convertido em melatonina. As enzimas que convertem o triptofano em serotonina, a THP1 e
a 5-HTD, possuem uma ampla distribuicdo no organismo, sendo a producdo de serotonina
muito maior nos tecidos neurais. As duas enzimas que, respectivamente, convertem
serotonina em N-acetilserotonina e esta em melatonina, possuem uma distribuicdo mais
limitada .Extraido de VIJAYALAXMI et al., 2002

Em alguns animais melatonina inibe a secrecdo de horménios gonadotrépicos,
promovendo a inibicdo das gbnadas que podem chegar até a involuir durante alguns

meses do inverno, voltando a ficarem ativas na primavera e verao, época ha qual o
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nascimento e sobrevivéncia de filhotes sdo mais provaveis (GUYTON & HALL,
1997). Melatonina afeta ainda a metamorfose em anfibios: a exposicao de larvas de
Rana esculenta e Rana temporaria ao escuro constante inibe o crescimento e
desenvolvimento. Em Xenopus laevis, fotoperiodos curtos estimulam a metamorfose
e aumento do peso corpéreo. Esses efeitos sobre a metamorfose de anfibios
parecem ocorrer via modulagdo da producdo de prolactina e/ou horménios da
tireGide, principais reguladores desse processo, pela pineal (EDWARDS &
PIVORUM, 1991).

Alguns animais ectotérmicos podem exibir um ritmo circadiano de mudanca de
cor, com clareamento noturno relacionado a secre¢do de melatonina (BINKLEY,
1988, FILADELFI & CASTRUCCI, 1996, FUJII, 2000). Entre os teledsteos, varios
estudos tém demonstrado a efetividade desse horménio como agente de agregacao
de granulos em células pigmentares, com diferencas entre as espécies em termos
de poténcia (FUJII & OSHIMA, 1986, FUJII, 1993, FILADELFI & CASTRUCCI,
1996a, b). A melatonina induz em mamiferos o clareamento da pelagem em
algumas espécies de roedores do hemisfério norte (BINKLEY, 1988). Pode regular o
crescimento de pélos, inibir a melanogénese folicular e afetar a proliferacao celular
em queratindcitos epidérmicos e melandécitos (SLOMINSKI et al., 1996).

A acdo anti-proliferativa de melatonina tem sido descrita em células tumorais
diversas, como melanoma de camundongo (SLOMINSKI & PRUSKI, 1993,
KADEKARO et al., 2004), feocromocitoma (ROTH et al., 1997), hepatoma (BLASK
et al., 1999), carcinoma de rato (SHIU et al., 2000) e melanoma humano (YING et
al., 1993, SOUZA et al., 2003), além de alguns estudos in vivo. No entanto, ao
menos em melanoma humano, alguns trabalhos mostram que esse efeito pode ser

controverso, ndo havendo resposta a melatonina em algumas linhagens (GARCIA-
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PATTERSON et al.,, 1996, SOUZA et al., 2003), ou mesmo podendo estimular a
proliferacdo em outras (MEYSKENS & SALMON, 1981, HELTON et al., 1993, ROTH
et al., 1997).

A melatonina é uma molécula lipossoluvel, entrando facilmente em qualquer
célula, podendo atravessar a barreira hemato-encefalica. Sua acdo pode ser
mediada por receptores de membrana acoplados a proteina G ou pode diretamente
modular reacdes intracelulares (REITER, 1991; POON et al.,, 1994; GILAD et
al.,1998; WRIGHT et al., 2000). Os receptores de membrana de melatonina estao
ciclase.

A clonagem do primeiro gene de receptor de melatonina (subtipo Mel;), a
partir de uma linhagem imortalizada de melanoforos de Xenopus laevis, foi um
grande avanco no estudo dos receptores (EBISAWA et al., 1994). Porém, ha relatos
anteriores a este que demonstravam a existéncia de sitios de ligacdo para
melatonina em células pigmentares (HELTON et al., 1993).

Em 1988, Dubocovich classificou os sitios de ligacdo para melatonina, de
acordo com as diferencas no perfil farmacologico, em ML-1 (receptor de alta
afinidade — picomolar) e ML-2 (receptor de baixa afinidade - nanomolar). Por
clonagem e sequenciamento, trés tipos de receptores de alta afinidade foram
identificados em vertebrados (EBISAWA et al., 1994, REPPERT et al.,, 1994,
REPPERT et al., 1995a, b): Mel1,, Melip (ambos encontrados em mamiferos) e Mel ;¢
(Xenopus laevis). Com a clonagem dos subtipos fez-se necessaria a unificacdo do
sistema de nomenclatura desses receptores: os de alta afinidade Mel;s € Melyy

foram renomeados como MT; e MT,, respectivamente; o sitio de baixa afinidade
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ML-2 foi renomeado como MTs;; o receptor Mel;,c ndo foi considerado nessa
nomenclatura (SHIU & PANG, 1998).

O receptor MT; ja foi identificado em espécies de mamiferos e em galinha, na
pars tuberalis e nucleo supraquiasmatico, cérebro e retina (REPPERT et al., 1995a);
MT, €& expresso especialmente na retina de mamiferos (DUBOCOVICH &
TAKAHASHI, 1987, REPPERT et al., 1995a, b). Nosjean e colaboradores (2000)
purificaram o receptor de melatonina MT3 a partir do rim de hamster da Siria e
apresentaram sua posterior identificacdo como sendo a quinona redutase 2 (QR2) o
homdlogo no homem. A enzima quinona redutase 2 foi identificada com 95% de
homologia com base em seqiéncia humana, com 57 dos 71 aminoacidos idénticos.
O analogo da molécula de melatonina, 5-metoxicarbonilamino- N-acetil-triptamina
(5-MCA-NAT), liga-se seletivamente a sitios MT3 em rins, testiculos e cérebro de
hamster mas néo é capaz de ligar a sitios MT1 em retina de aves (LOTUFO et al.,
2001).

A acao inibitéria da melatonina sobre o NSQ da-se via receptor MT1
promovendo um aumento do RNAm de Per (POIREL et al., 2002; 2003). Também
na pars tuberalis, Perl, Per2 e Rev-erb-a sé sao ritmicos na auséncia de
melatonina. Melatonina aumenta a expressdo de Cry e deprime a expressao
maxima dos outros genes do relogio (JOHNSTON et al., 2006). No cértex adrenal,
Perl e Cry2 apresentam pico de expressdo na metade da fase de luz em
camundongos CH3 (que produzem melatonina) e C57 black (incapazes de sintetizar
o0 horménio). Curiosamente, em CH3, Bmall tem pico de expresséo na fase escura,
enquanto em C57 black esse aumento de expresséo nao ocorre (TORRES-FARFAN
et al., 2006). Esses resultados sugerem que melatonina regula diferencialmente os

varios genes de reldgio de forma tecido-dependente.
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Em miotubos de rato, foi demonstrado que melatonina reduz o numero de
receptores de acetilcolina através da ativagdo de receptores MT1. E, curiosamente,
essa resposta, embora evocada por diminuicdo de AMPc, é insensivel a toxina de
pertussis. Os autores demonstraram que melatonina se liga a calmodulina, inibindo-
a, e reduzindo a atividade de ciclases sensiveis a calmodulina e decrescendo os
niveis de AMPc e GMPc (ALMEIDA-PAULA et al., 2005).

Em melanéforo de Xenopus laevis, melatonina agrega os melanossomos
através de uma proteina Gi, levando ao decréscimo de AMP ciclico (Fig. 3; ABE et
al., 1969; WHITE et al. 1987), mecanismo similar aquele descrito para pars tuberalis
da hipofise de mamiferos (CARLSON et al., 1989; MORGAN et al., 1989; VANECEK
& VOLLRATH, 1989). Entretanto, um componente sensivel a toxina de colera
também participa dessa resposta, o que implica em acoplamento através de uma
proteina Go (MORGAN et al, 1995). Sugeriu-se que melatonina atuaria
antagonicamente a um ativador da via do AMPc. E de fato, melatonina inibe a
fosforilacdo de CREB, elemento responsivo a AMPc, fator de transcricdo de genes
sensiveis a AMPc (McNULTY et al., 1994; KOPP et al.,, 1997; VONGALL et al.,
1998; 2000).

Ha relatos de que melatonina também ativaria a fosfolipase C (Fig. 3;
McARTHUR et al., 1997; HUNT et al., 2001). Em células transfectadas estavelmente
com receptor MT1, foi demonstrado o acoplamento a proteinas Gi2 e Gi3, sensiveis
a toxina de pertussis, mediando a inibicdo de adenilil ciclase, e o acoplamento a
Gg/11, insensivel a toxina, estimulando uma fosfolipase C (BRYDON et al., 1999;

ROKA et al., 1999).
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Figura 3. Cascatas de sinalizacdo que podem ser promovidas pela ativacdo de receptores
de melatonina. Extraido de MASANA & DUBOCOVICH, 2001.

A ativacdo do subtipo MT2, além de acarretar a inibicao de adenilil ciclase,
via proteina G sensivel a toxina de pertussis (REPPERT et al.,, 1995b), pode
também diminuir os niveis de GMPc via uma guanilil ciclase soltuvel (PETIT et al.,
1999). Mais recentemente, em um trabalho onde MT1 e MT2 foram expressos em
células 22Rv1, descobriu-se que o efeito anti-proliferativo da melatonina via MT1 era
mediado por um novo mecanismo de sinalizacdo envolvendo ativacdo de PKA e

PKC (TAM et al., 2007).
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OBJETIVOS

Geral

Varios hormoénios podem regular o processo de mudanca de cor nos
vertebrados, dentre eles a melatonina, horménio secretado pela glandula pineal, o
principal O6rgdo responsavel pela integracdo do sistema neuroendécrino dos
vertebrados ao meio ambiente, traduzindo direta ou indiretamente a informacéo do
fotoperiodo em sinal hormonal, coordenando assim os ritmos circadianos com o
meio ambiente.

Evidéncias de que as células pigmentares em cultura apresentam respostas
biologicas evidentes a luz visivel levou a realizacdo de estudos comparativos para
verificar os mecanismos de controle da melanopsina de Xenopus laevis (Opn4x),
melanopsina homéloga de mamifero (Opn4m) e do receptor de melatonina (Mel 1¢)

em melanoforos de Xenopus laevis, pelo horménio melatonina.

Especificos
Verificar se a expressdo génica das melanopsinas e do receptor de
melatonina em melanoforos de Xenopus laevis apresenta variacdo temporal sob
diferentes condi¢des luminosas;
Investigar se a expressdo génica das melanopsinas e do receptor de
melatonina em melanoforos de Xenopus laevis pode ser modulada pelo horménio

melatonina.
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MATERIAL E METODOS

Linhagem celular e condigdes de cultura

Melanoforos de Xenopus laevis (cedidos pelo Dr. Mark Rollag, Uniformed
Services University of Health Sciences, USA) foram mantidos em meio L-15 60%,
galactose 480mg/L, insulina/transferrina/selénio 5mg/L, uridina 4mg/L, L-glutamina
87,6mg/L, L-asparagina 25mg/L, CaCl, 152mg/L, MgCl, 49,6mg/L, MgSO,
51,7mg/L, solucdo de aminoacidos nao essenciais de MEM 0,4X, solucdo de
aminoacidos de MEM 0,2X, solucdo de vitaminas de MEM 0,3X, suplemento de
hipoxantina/timidina  2X, 10% de soro fetal bovino n&o-inativado,
penicilina/estreptomicina/anfoterecina B 1% (todos da Gibco, 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 de tripsina/EDTA (acido etileno diamino tetraacético) e
transferidas para novos frascos. Para a realizacdo do experimento, a concentracao
de soro fetal bovino foi reduzida para 2% e foi adicionado retinaldeido 5X10°M.
Quando as células eram mantidas sob fotoperiodo, a luminosidade dentro das

estufas na fotofase era de ~ 650 lux.

Verificacdo do padrdo temporal de expressdo de melanopsinas (Opn4dx e
Opn4m) e do receptor Melyc , na presenca e na auséncia de melatonina

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados dois protocolos
experimentais:
1° Protocolo: As células foram semeadas (2X10° células por frasco de 25cm?), em

meio contendo 2% soro, retinaldeido 5X10°M e mantidas em 12C:12E por 5 dias.
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No inicio da fase clara do 6° dia o RNA total foi extraido a cada 4 horas (0, 4, 8, 12,

16, 20 ZT).
| |
| |
Dia O Dia 6
Montagem Extracao
do e
experimento RN A total

2° Protocolo: As células foram semeadas (2X10° células por frasco de 25cm?), em
meio contendo 2% soro, retinaldeido 5X10®M e mantidas em 12C:12E, ou em
escuro constante por 5 dias. A seguir, foram tratadas por 6h com melatonina 10™°M
em uma das seguintes condi¢cdes: a) inicio da fase clara do 6° dia; b) inicio da fase
escura do 6° dia; c) inicio da “fase clara subjetiva” em escuro constante, mantendo-
se em paralelo células controle na auséncia do horménio submetidas a duas trocas
de meio no mesmo horario em que era realizado o tratamento hormonal. No dia
seguinte ao final do tratamento, o RNA total foi extraido a cada 4 horas (0, 4, 8, 12,
16 e 20 ZT quando mantidas em 12C:12E, 6h, 10h, 14h, 18h, 22h e 2h quando
mantidas em escuro constante). Para as células que foram tratadas com melatonina
ou tiveram o meio trocado durante a fase escura ou em escuro constante, a
extracdo foi realizada no escuro com o auxilio de uma luz vermelha de baixa
intensidade luminosa (~5 lux), proveniente de um iluminador Konex com lampada

vermelha de 7 W e com filtro Safe-Light GBX-2 (Kodak, Brasil).
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Extracdo de RNA, RT-PCR e PCR quantitativo

O RNA total de células em cultura foi obtido com a utilizagéo do Tri-Reagent-
LS (Sigma, EUA) ou Trizol (Gibco, EUA). Ap6s o descarte do meio foi adicionado
1ml do Tri-Reagent-LS 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. Adicionou-se 200 uL de 1-bromo-3-
cloropropano (Sigma, EUA), e em seguida, as amostras foram agitadas
vigorosamente por 15 seg. As amostras foram incubadas por 15 min a temperatura
ambiente e centrifugadas a 12.000 xg por 15 min a 4°C, apds 0 que, separou-se a
fase superior que contém o RNA. O RNA foi precipitado com a adi¢cdo de 650 uL de
isopropanol (Sigma, EUA), por 10 min a temperatura ambiente, seguido de
centrifugacdo a 12.000 xg por 35 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
RNA lavado com 1,3 mL de etanol 75%. O RNA foi recuperado por centrifugacéo a
12.000 xg por 15 min a 4°C, e a lavagem com etanol repetida, sendo as amostras
colocadas a -80°C por no minimo 1 h. Apds nova centrifugacdo, o etanol foi

descartado e o precipitado de RNA deixado por 10 min a temperatura ambiente para
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evaporacdo do excesso de etanol. O RNA foi ressuspendido em 10-50uL de agua
tratada com dietil-pirocarbonato (H,O DEPC, Ambion, EUA), e tratado com DNase
conforme instrucdes do fabricante (turbo-DNA-free™,  Ambion, EUA).
Resumidamente, a cada amostra foi adicionado 10% de volume do tampao para
DNase | e 1 uL de DNase I. A seguir, as amostras foram incubadas por 30 min a
37°C. Foram acrescentados 10% do volume de reagente de inativacao, seguido por
incubacdo por 2 min a temperatura ambiente. As amostras foram entdo
centrifugadas a 10.000 xg por 2 min para precipitar o reagente de inativacdo com a
DNase, transferindo-se o sobrenadante contendo o RNA para novo eppendorf.

A concentracdo de RNA foi determinada por leitura da absorbancia em 260 nm
em espectrofotdbmetro (Nanodrop). A reacédo de transcriptase reversa (RT-PCR) foi

realizada com 2 ug de RNA total, utilizando 2 uL de oligonucleotideos randémicos

(50ng/ul, Invitrogen, EUA) e 2 uL de dNTPs (10mM, Invitrogen, EUA), em reacéo
com volume final de 26 uL corrigido com H,O DEPC. O tubo contendo essa mistura
de reacdo foi aquecido por 5 min a 65°C. Imediatamente apds a incubacgéo, foi
transferido para cuba com gelo, adicionando-se 8 ul de tampéo de PCR 5X, 2 uL de
DTT 10mM, 2 uL do inibidor de ribonuclease 40U/uL, e 2 uL de Superscript Il
200U/uL (todos da Invitrogen, EUA), finalizando um volume de 40 uL por reacdo. A
mistura foi homogeneizada e, apds breve centrifugacdo, incubada por 5 min a 25°C,
e 50 min a 50°C, sendo a reacéo inativada a 70°C por 15 min, e o cDNA mantido a
4°C. O cDNA sintetizado foi utilizado nas reagbGes subsequentes de PCR
guantitativo (em tempo real).

A. PCR quantitativo multiplex. Para esses ensaios, foram preparadas
solu¢des contendo os oligonucleotideos (300nM para Opn4x, 50nM para RNA 18S,

IDT, EUA), sondas (200nM para Opn4x, 50nM para 18S, IDT, EUA), Platinum
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Supermix gPCR 2x (Invitrogen, 100mM de KCI, 40mM de Tris-HCI, 400uM de
dNTPS, PlatinumTaq DNA polimerase 0,1 U/uL e 6mM de MgCl;) complementado
com 1,8 uL/tubo de MgCl, 50mM, 1 uL/tubo de dNTPs 10mM e 0,45 ulL/tubo de

Platinum Taq polimerase 200 U/mL e H.O DNaseRNase-free (Ambion Inc.), para

volume final de 30 plL/pogo, para obtencdo de concentracdes finais de 6mM de

MgCl,, 0,4mM de dNTPS, 0,1U/mL de Platinum Taq DNA polimerase- Essa solugao
foi aliquotada (cada aliquota suficiente para 3,5 pocos) em tubos eppendorf e o
cDNA de cada amostra dos diferentes tratamentos descritos acima adicionado (3,5

uL/aliquota) a um tubo. As solugbes ja com cDNA foram entdo distribuidas nos

pocos da placa de experimento (28 ulL/poco). Controles negativos foram incluidos
rotineiramente, feitos sem cDNA. Todos os ensaios foram realizados em um

termociclador iCycler (BioRad Laboratories), nas seguintes condi¢des: 7 min a 95°C,

seguidos por 40 ciclos de 10 seg a 95°C e 1 min a 60°C.

B. PCR quantitativo simplex. Para o receptor de melatonina (Melic) e
melanopsina homologa a de mamifero (Opn4m), as reacdes de PCR em tempo real
foram feitas com um par de primers especificos (IDT, EUA) para o receptor de
melatonina e para melanopsina (desenhados pelo programa Primer Express,
Applied Biosystems, EUA), com a utilizacdo do fluoroéforo SYBR Green, em solucdes
independentes.

Para os ensaios, foram preparadas solucdes contendo os primers, SYBR®
GreenER™ qPCR SuperMix for iCycler® 2x (Invitrogen, EUA) e H,O DNaseRNase-
free (Ambion, EUA), obtendo-se uma concentracao final de 300nM para os primers
de melanopsina e receptor de melatonina e 50nM para os primers do RNA 18S.
Cada uma dessas solucdes foi aliquotada (48 uL, sendo cada aliquota suficiente

para 2 poc¢os) em tubos eppendorf e o cDNA de cada amostra foi adicionado
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(2uL/aliquota). As solucdes ja com cDNA foram entdo distribuidas nos pocos da
placa de experimento (23 uL/poc¢o). Controles negativos foram incluidos
rotineiramente, feitos sem cDNA. Todos os ensaios foram realizados em um
termociclador iCycler® (Bio-Rad Laboratories, E.U.A.), nas seguintes condices:
ciclo 1: 1x 50°C por 2 min, ciclo 2: 1x 95° por 8 min e 30 seg; ciclo 3: 40x 95°C por
15 seg, 60°C por 1 min; ciclo 4: 1x 95°C por 1 min, 1x 55°C por 1 min; ciclo 5: 80x
55°C por 10 seg, com aumento gradativo de 0,5° C. O fluoréforo SYBR Green
intercala-se a qualquer fita dupla de DNA que estd sendo amplificada, ndo sendo
especifico, promovendo um aumento da fluorescéncia (NATH et al., 2000). Para
determinar se houve a amplificacdo de produtos inespecificos, sdo obtidas melting
curves. Durante essa fase, a temperatura é aumentada em 0,5° C a intervalos de
tempo determinados e a fluorescéncia dos pogcos obtida em cada fase. As curvas
ideais mostram apenas um pico de queda de fluorescéncia em cada poco, numa
temperatura que coincide com a melting temperature do produto esperado (quando
0 produto se dissocia). Quando ha produtos inespecificos, eles formam outro(s)
pico(s) de fluorescéncia em diferentes temperaturas, sendo esses pocos

imediatamente excluidos da analise.
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Tabela 1. Primers e probes especificos para cDNA de X. laevis

Primer Sequéncia Seletividade
Forward 5 -CGGCTACCACATCCAAGGAA-3
Backward 5 _-GCTGGAATTACCGCGGCT-3
18S
Probe 5 TexRd-TGCTGGCACCAGACTTGCCCTC-BHQ_2-3
Forward 5 - TCAAAACTTCCGCAAGGAGT-3'
Backward 5 _-ATCACCATTTTCGCACCATT-3 Melc
Forward 5 -AGGGCAGTGCTAATCCTTTCAGGT-3
Backward 5 -AATCCCAGGTGCAGGATGTCAGAA-3 Opnam
Forward 5 _ ATTATTGTCCTTGTCTGGATGTATTCA-3
Backward 5 -AAGCCCTCTGGCACATAGGAA-3’ Opn4x
Probe 5 -6-FAM/AATGTGGAGCTTGGCACCATTACTTGGC/BHQ_1/-3°

Analise dos resultados

Para evitar possiveis erros intra-ensaio (HEID et al., 1996, BUSTIN, 2002),

utilizou-se como normalizador o RNA ribossémico 18S, com primers desenhados

em regido altamente conservada .

A analise dos dados foi feita pela comparacdo entre numero de copias dos

pocos controle e experimentais (tratados com hormdnios), ou entre diferentes

tempos, obtida entre as por¢bes de crescimento geométrico das curvas, passando-

se uma reta denominada limiar que cruza essas porc¢des. Sabendo-se o0 numero de

ciclos por onde passa a reta limiar (Cy), foi encontrado o ACt que é a diferenca entre

os valores médios do gene de interesse e do RNA 18S. A seguir, foram subtraidos
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os valores médios encontrados para 0s pocos tratados da média dos pocos
controle, obtendo-se o AACy. Esse valor foi colocado como exponencial negativo na
base 2 (24°T), obtendo-se assim 0 nimero de vezes que 0 gene estava expresso
apos o tratamento em questdo em relacdo ao controle. Os resultados foram
transformados, estabelecendo-se como 100% a menor expressdo do gene no grupo
nao tratado mantido em 12C:12E sem troca de meio (1° protocolo experimental) ou
a menor expressao do gene no grupo nao tratado mantido em escuro constante (2°
protocolo experimental).

Os valores temporais foram analisados por ANOVA one-way, seguida de
Tukey e a comparacéo entre valores temporais de células tratadas e néo tratadas foi
feita por teste t de Student.

Nos protocolos experimentais onde foi constatada variagdo na produgéo do
RNAm entre os horéarios analisados por ANOVA ONE WAY, a andlise ritmica também
foi aplicada. Para determinar a probabilidade de a variacdo temporal ser o resultado
de um componente circadiano, os dados foram analisados pelo software COSANA
(BENEDITO-SILVA, 2003), modificacdo do meétodo COSINOR, que utiliza uma
estimativa ndo linear dos minimos quadrados (NELSON et al.,1979). Antes do
ajuste, todos os dados foram normalizados. Para determinar a significancia de cada
curva ajustada para cada gene em cada experimento, um teste de razdo de
proximidade foi utilizado como comparacao para uma hipotese de amplitude 0 (uma
reta). O ajuste periddico foi considerado significativo quando o teste de proximidade

p foi menor que 0,05.
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RESULTADOS

Quantificacdo dos niveis de RNAm para receptor de melatonina Mel;c

12C:12E sem troca de meio

Nos melanoforos de Xenopus laevis submetidos ao ciclo de 12 horas de claro
por 12 horas de escuro (12C:12E) sem troca de meio, observou-se uma tendéncia
em aumentar os niveis de RNAm para o receptor de melatonina (Mel,c) durante o

periodo de escuro, com uma maior expressao no ZT20.

MEI-IC

Sem troca de meio
12C:12E

800~
600+
400+

200+

o
I

0 4 8 12 16 20
I

ZT (horas)
12C:12E

RNAmM
(menor valor obtido como 100%)

Fig. 4. PCR gquantitativo para receptor de melatonina. As células permaneceram em regime
de 12C:12E por 5 dias antes do inicio da extracdo do RNA total, assim como durante todo o

periodo experimental. Valores sdo a média = SEM (n=3-4).
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Escuro constante com troca de meio, na auséncia e na presenca de
melatonina

Quando as células foram mantidas em escuro constante com troca de meio
as 6h e as 12h, observou-se uma tendéncia em aumentar os niveis de RNAm para o
receptor de melatonina (Mel;,c) as 14h e as 2h, mas essas respostas ndo foram
estatisticamente significantes.

M‘EITG
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800+
600-
400+

200+

10 14 718 22 2
I

Horas (relégio)

RNAmM
(menor valor obtido como 100%)

Fig. 5. PCR guantitativo para receptor de melatonina. As células foram submetidas a duas
trocas de meio e permaneceram em escuro constante por 6 dias antes da extracdo do RNA

total. Valores sdo a média = SEM (n=3-4).
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Nos melanéforos de Xenopus laevis submetidos ao escuro constante e
tratados com melatonina 10°M por 6h entre 6 horas da manhd e 12 horas,
observou-se um aumento significante dos niveis de RNAm para o receptor de
melatonina (Mel;c) as 14h em relagdo as 6h. E possivel notar um aumento de
expressdo as 2h, mas essa resposta ndo foi estatisticamente significante. Apesar
dessas diferencas, a analise por COSANA néo indicou ritmicidade.

Mel ;¢

Melatonina 10°M
Escuro Constante

a

200+

RMNAM
(menor valor do controle em
EC como 100%)
&
T

10 14 ° 18 22

Horas (relégio)

Fig. 6. PCR quantitativo para receptor de melatonina em melandforos tratados com
melatonina (10°M) por 6h. As células permaneceram em escuro constante por 5 dias sem
melatonina antes do inicio do tratamento. Valores sdo a média + SEM (n=3-4). (@) e (b)

significativamente diferentes p<0,05.
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Os dados demonstram que, nos melanoforos de Xenopus laevis submetidos
ao escuro constante e tratados com melatonina 10°M por 6h, houve uma diminuicéo
dos niveis de RNAm para o receptor de melatonina (Melic) as 6h e um aumento as
18h, em relacdo aos respectivos controles. E possivel notar um aumento de
expressdo as 14h, 22h e 2h em relagdo aos seus controles, mas essas respostas

nao foram estatisticamente significantes.
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Fig. 7. PCR quantitativo para receptor de melatonina em melandéforos tratados ou hdo com
melatonina. As células permaneceram em escuro constante por 5 dias sem melatonina
antes do inicio do tratamento. Valores sdo a média £+ SEM (n=3-4). (*) significativamente

diferente do controle p<0,05.
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12C:12E com troca de meio durante a fase clara, na auséncia e na presenca de
melatonina

Nas células submetidas ao ciclo de 12 horas de claro por 12 horas de escuro
(12C:12E) com troca de meio durante a fase clara, observou-se uma tendéncia em
aumentar os niveis de RNAm para o receptor de melatonina (Melic) no ZT4, porém,

esse aumento néo foi estatisticamente significativo.
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Fig. 8. PCR guantitativo para receptor de melatonina. As células foram submetidas a duas
trocas de meio e permaneceram em regime de 12C:12E por 6 dias antes da extracdo do
RNA total. Valores sdo a média £+ SEM (n=3-4).
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Quando os melanoforos de Xenopus laevis foram submetidos ao ciclo de 12
horas de claro por 12 horas de escuro (12C:12E) e tratados com melatonina durante
a fase clara, observou-se um aumento dos niveis de RNAm para o receptor de
melatonina (Melic) no ZT16 em relagéo a ZTO, ZT4, ZT8 e ZT20. Apesar dessas
diferencas, a analise por COSANA nd&o indicou ritmicidade.
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Fig. 9. PCR quantitativo para receptor de melatonina em melanéforos tratados com
melatonina (10°M) por 6h. As células permaneceram em regime de 12C:12E por 5 dias sem
melatonina antes do inicio do tratamento. Valores sdo a média + SEM (n=3-4). (@) e (b)

significativamente diferentes p<0,05.
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Os dados demonstram que nos melanéforos de Xenopus laevis submetidos
ao ciclo de 12 horas de claro por 12 horas de escuro (12C:12E) e tratados com
melatonina, ocorreu uma queda dos niveis de RNAm em ZT4 e ZT20, em relagéo
aos respectivos controles.
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Fig. 10. PCR quantitativo para receptor de melatonina em melanéforos tratados ou ndo com
melatonina. As células permaneceram em regime 12C:12E por 5 dias sem melatonina antes
do inicio do tratamento. Valores sdo a média £ SEM (n=3-4).
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12C:12E com troca de meio durante a fase escura, na auséncia e na presenca
de melatonina

Nos melanoforos de Xenopus laevis submetidos ao ciclo de 12 horas de claro
por 12 horas de escuro (12C:12E) com troca de meio durante a fase escura,
observou-se um aumento nos niveis de RNAm para o receptor de melatonina
(Melic) no ZT8 em relagdo a ZTO, ZT4 e ZT16, e no ZT20 em relagéo a ZT4. Apesar
dessas diferencas, a analise por COSANA ndo indicou ritmicidade.
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Fig. 11. PCR quantitativo para receptor de melatonina. As células foram submetidas a duas
trocas de meio e permaneceram em regime de 12C:12E por 6 dias antes da extracdo do
RNA total. Valores sdo a média + SEM (n=3-4). (a) e (b); (c) e (d) significativamente
diferentes p<0,05.
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Nas células submetidas ao ciclo de 12 horas de claro por 12 horas de escuro
(12C:12E) tratadas com melatonina durante a fase escura, observou-se um
aumento dos niveis de RNAm para o receptor de melatonina (Mel;c) no ZT8 em
relacdo a ZTO e ZT20. Apesar dessas diferencas, a analise por COSANA nao

indicou ritmicidade.
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Fig. 12. PCR quantitativo para receptor de melatonina em melanéforos tratados com
melatonina (10°M) por 6h. As células permaneceram em regime de 12C:12E por 5 dias sem
melatonina antes do inicio do tratamento. Valores sdo a média + SEM (n=3-4). (a) e (b)

significativamente diferentes p<0,05.
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Os dados demonstram que, nos melanéforos de Xenopus laevis submetidos
ao ciclo de 12 horas de claro por 12 horas de escuro (12C:12E) tratados com
melatonina durante a fase escura, observou-se uma diminui¢do dos niveis de RNAm

para o receptor de melatonina (Melic) no ZT20 em relagcdo ao seu controle.
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Fig. 13. PCR quantitativo para receptor de melatonina em melanéforos tratados ou ndo com
melatonina. As células permaneceram em regime 12C:12E por 5 dias sem melatonina antes
do inicio do tratamento, Valores sdo a média + SEM (n=3-4). (*) significativamente diferente

do controle p<0,05.
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Quantificac&o dos niveis de RNAm para melanopsina homologa de mamiferos
(Opn4dm)

12C:12E sem troca de meio

Nos melanoforos de Xenopus laevis submetidos ao ciclo de 12 horas de claro
por 12 horas de escuro (12C:12E) sem troca de meio, observou-se um aumento nos
niveis de RNAm para melanopsina homoéloga de mamiferos (Opn4m) durante o
periodo de escuro, com uma maior expressado no ZT16 em relacdo ao ZT0. Apesar
dessa diferenca, a andlise por COSANA nao indicou ritmicidade.
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Fig. 14. PCR quantitativo para melanopsina homologa de mamiferos. As células
permaneceram em regime de 12C:12E por 5 dias antes do inicio da extracdo do RNA total,
assim como durante todo o periodo experimental. Valores sdo a média + SEM (n=3-12). (a)

e (b) significativamente diferentes p<0,05.
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Escuro constante com troca de meio, na auséncia e na presenca de
melatonina.

Nas células submetidas ao escuro constante com troca de meio as 6h e as
12h, observou-se um aumento nos niveis de RNAm para a melanopsina homoéloga
de mamiferos (Opn4m) as 14h em relacdo aos demais horarios analisados. Apesar
dessas diferencas, a analise por COSANA néo indicou ritmicidade.
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Fig. 15. PCR quantitativo para melanopsina homéloga de mamiferos. As células foram
submetidas a duas trocas de meio e permaneceram em escuro constante por 6 dias antes
da extracdo do RNA total. Valores sdo a média £+ SEM (n=3-12). (a) e (b) significativamente

diferentes p<0,05.
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Nos melanéforos de Xenopus laevis submetidos ao escuro constante e

tratados com melatonina, observou-se um aumento dos niveis de RNAm para a

melanopsina homologa de mamiferos (Opn4m) as 14h em relagdo as 22h. Apesar

dessa diferenca, a andlise por COSANA nao indicou ritmicidade.
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Fig. 16. PCR quantitativo para melanopsina homéloga de mamiferos em melanéforos

tratados com melatonina (10-°M) por 6h. As células permaneceram em escuro constante

por 5 dias sem melatonina antes do inicio do tratamento. Valores sao a média = SEM (n=3-

12). (a) e (b) significativamente diferentes p<0,05.
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De acordo com os dados obtidos, nas células submetidas ao escuro
constante e tratadas com melatonina 10°°M por 6h, ndo houve variagéo significativa
dos niveis de RNAm da melanopsina homoéloga de mamiferos (Opn4m) em relagdo

aos seus controles.
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Fig. 17. PCR quantitativo para melanopsina homéloga de mamiferos em melanéforos
tratados ou ndo com melatonina. As células permaneceram em escuro constante por 5 dias
sem melatonina antes do inicio do tratamento. Valores sdo a média + SEM (n=3-12). (*)

significativamente diferente do respectivo controle p<0,05.
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12C:12E com troca de meio durante a fase clara, na auséncia e na presenca de
melatonina

Nos melanoforos de Xenopus laevis submetidos ao ciclo de 12 horas de claro
por 12 horas de escuro (12C:12E) com troca de meio durante a fase clara,
observou-se um aumento nos niveis de RNAm para a melanopsina homéloga de

mamiferos (Opn4m) no ZT4 em relagédo ao ZT12.
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Fig. 18. PCR quantitativo para melanopsina homéloga de mamiferos. As células foram
submetidas a duas trocas de meio e permaneceram em regime 12C:12E por 6 dias antes da
extracdo do RNA total. Valores sdo a média + SEM (n=3-12). (a) e (b) significativamente

diferentes p<0,05.
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Andlise por COSANA indicou um padrao ritmico com p=0,013. Os dados indicam
gue a troca de meio associada ao fotoperiodo (12C:12E, com troca de meio durante a
fase clara) foi capaz de sincronizar a expressdo da melanopsina Opn4m, indicando a

presenca de um padréo de expressao ultradiano, com periodo de 16 horas.
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Fig. 19. Ajuste por COSANA do PCR quantitativo para melanopsina homoéloga de
mamiferos. As células foram submetidas a duas trocas de meio e permaneceram em regime
12C:12E por 6 dias antes da extragdo do RNA total.
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Nas células submetidas ao ciclo de 12 horas de claro por 12 horas de escuro
(12C:12E) tratadas com melatonina por 6h durante a fase clara, observou-se uma
constancia nos niveis de RNAm para a melanopsina homdloga de mamiferos

(Opn4m), indicando que o hormdénio aboliu a ritmicidade observada nos controles.
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Fig. 20. PCR quantitativo para melanopsina homéloga de mamiferos em melanéforos
tratados com melatonina (10° M) por 6h. As células permaneceram em regime 12C:12E por

5 dias sem melatonina antes do inicio do tratamento. Valores sdo a média = SEM (n=3-12).
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Os dados obtidos demonstram que nas células submetidas ao ciclo de 12
horas de claro por 12 horas de escuro (12C:12E) tratadas com melatonina por 6h,
se observou uma queda dos niveis de RNAm durante a fase clara em todos os Zas
analisados, com subsequente pequeno aumento no ZT12 (transicdo de claro para

escuro), embora nao significativos estatisticamente.
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Fig. 21. PCR quantitativo para melanopsina homéloga de mamiferos em melanéforos
tratados ou ndo com melatonina. As células permaneceram em regime 12C:12E por 5 dias
sem melatonina antes do inicio do tratamento. Valores sdo a média + SEM (n=3-12). (*)

significativamente diferente do respectivo controle p<0,05.
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12C:12E com troca de meio durante a fase escura, na auséncia e na presenca
de melatonina

Nos melanoforos de Xenopus laevis submetidos ao ciclo de 12 horas de claro
por 12 horas de escuro (12C:12E) com troca de meio durante a fase escura,
observou-se um aumento nos niveis de RNAm para a melanopsina homéloga de
mamiferos (Opn4m) no ZT8 em relagdo a ZTO0, ZT4, ZT12 e ZT16. Apesar dessas
diferencas, a analise por COSANA ndao indicou ritmicidade.
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Fig. 22. PCR quantitativo para melanopsina homéloga de mamiferos. As células foram
submetidas a duas trocas de meio e permaneceram em regime 12C:12E por 6 dias antes da
extracdo do RNA total. Valores sdo a média + SEM (n=3-12). (a) e (b) significativamente

diferentes p<0,05.
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Quando as células foram mantidas no ciclo de 12 horas de claro por 12 horas
de escuro (12C:12E) e tratadas com melatonina por 6h durante a fase escura, foi
mantido o aumento dos niveis de RNAm para a melanopsina homdloga de
mamiferos (Opn4m) no ZT8 em relagdo a ZTO, jA observado nas células néo
tratadas. A analise por COSANA néo indicou ritmicidade.
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Fig. 23. PCR quantitativo para melanopsina homéloga de mamiferos em melanéforos
tratados com melatonina (10-°M) por 6h. As células permaneceram em regime 12C:12E por
5 dias sem melatonina antes do inicio do tratamento. Valores sdo a média £+ SEM (n=3-12).

(a) e (b) significativamente diferentes p<0,05.
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Os dados obtidos demonstram que nos melanoforos submetidos ao ciclo de
12 horas de claro por 12 horas de escuro (12C:12E) tratados com melatonina por 6h
durante a fase escura, ndo se observou diferenca entre os niveis de RNAm para a
melanopsina homoéloga de mamiferos (Opn4m) em relacdo aos controles sem

horménio, exceto no ZTO.

Opndm
Fase escura
aE:. 1200- 3 Controle
S __ 1000~ Bl welatonina 10°M
£ 2
§g 800-
§ 8o 600
mg§§ I
% o 400-
§ 200 m *
g MNam
16

0 - 8 12 20

l I
ZT (horas)
12C:12E

Fig. 24. PCR quantitativo para melanopsina homéloga de mamiferos em melanéforos
tratados ou ndo com melatonina. As células permaneceram em regime 12C:12E por 5 dias

sem melatonina antes do inicio do tratamento. Valores sdo a média + SEM (n=3-12).
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Quantificacdo dos niveis de RNAm da melanopsina ortéloga de Xenopus

laevis (Opn4x)

12C:12E sem troca de meio

Nos melanoforos de Xenopus laevis submetidos ao ciclo de 12 horas de claro
por 12 horas de escuro (12C:12E) sem troca de meio, observou-se um aumento nos
niveis de RNAmM para melanopsina ortéloga de Xenopus (Opn4x) durante o ZTO em

relagéo ao ZT20.

Opn4x
Sem troca de meio
g 12C:12E
]
S 2000
o i
£ o
= g 1000
< .2  800-
Z 0
o © 600 g2
S 400-
m
> 200- b
o
c 0-
g 0 4 8 12 16 20

I I
ZT (horas)
12C:12E

Fig. 25. PCR quantitativo para melanopsina ortéloga de Xenopus. As células permaneceram
em regime de 12C:12E por 6 dias antes do inicio da extracdo do RNA total, assim como
durante todo o periodo experimental. Valores sdo a média + SEM (n=3-12). (a) e (b)

significativamente diferentes p<0,05.
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Escuro constante com troca de meio, na auséncia e na presenca de
melatonina.

Quando as células foram mantidas em escuro constante com troca de meio
as 6h e as 12h, observou-se um aumento nos niveis de RNAm para a melanopsina
de Xenopus (Opn4x) as 14h em relacdo aos demais horarios analisados. Apesar
dessas diferencas marcantes, a analise por COSANA néo indicou ritmicidade.
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Fig . 26 .PCR quantitativo para melanopsina ortéloga de Xenopus. As células foram
submetidas a duas trocas de meio e permaneceram em escuro constante por 6 dias antes
da extracdo do RNA total. Valores sdo a média + SEM (n=312). (a) e (b) significativamente

diferentes p<0,05.
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Nos melandforos de Xenopus laevis submetidos a escuro constante e
tratados com melatonina por 6h, foi mantido o aumento nos niveis de RNAm para a
melanopsina de Xenopus (Opn4x) as 14h em relacdo as 22h. A analise por
COSANA nao indicou ritmicidade.
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Fig. 27. PCR quantitativo para melanopsina ortéloga de Xenopus em melanéforos tratados
com melatonina (10-°M) por 6h. As células permaneceram em escuro constante por 5 dias
sem melatonina antes do inicio do tratamento. Valores sdo a média + SEM (n=3-12). (a) e

(b) significativamente diferentes p<0,05.
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Os dados obtidos demonstram que, nos melanéforos de Xenopus laevis
submetidos ao escuro constante e tratados com melatonina por 6h, observou-se um
aumento significativo dos niveis de RNAmM da melanopsina de Xenopus (Opn4x) as

18h em relagcédo ao seu controle.
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Fig. 28. PCR quantitativo para melanopsina ortéloga de Xenopus em melanéforos tratados
ou ndo com melatonina. As células permaneceram em escuro constante por 5 dias sem
melatonina antes do inicio do tratamento. Valores sdo a média + SEM (n=3-12). (*)

significativamente diferente do controle p<0,05.
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12C:12E com troca de meio durante a fase clara, na auséncia e na presenca de
melatonina

Nos melanoforos de Xenopus laevis submetidos ao ciclo de 12 horas de claro
por 12 horas de escuro (12C:12E) com troca de meio durante a fase clara,
observou-se um aumento nos niveis de RNAmM para a melanopsina de Xenopus
(Opn4x) durante a fase clara no ZT4 em relacdo a ZT12 e ZT16 (fase escura) e no
ZTO em relagcéo ao ZT16.
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Fig. 29. PCR quantitativo para melanopsina ortéloga de Xenopus. As células foram
submetidas a duas trocas de meio e permaneceram em regime 12C:12E por 6 dias antes da
extracdo do RNA total. Valores sdo a média + SEM (n=3-12). (@) e (b); (c) e (d)

significativamente diferentes p<0,05.
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Analise por COSANA indicou um padrao ritmico com p=0,001 . Os dados
indicam que a troca de meio associada ao fotoperiodo (12C:12E, com troca de meio
durante a fase clara) foi capaz de sincronizar a expressdo da melanopsina Opn4x,

sugerindo a presenca de um padrdo de expresséo circadiano com periodo de 25h.
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Fig. 30. Analise por COSANA do PCR quantitativo para melanopsina ortéloga de Xenopus.
As células foram submetidas a duas trocas de meio e permaneceram em regime 12C:12E

por 6 dias antes da extragdo do RNA total.
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Nas células submetidas ao ciclo de 12 horas de claro por 12 horas de escuro
(12C:12E) tratadas com melatonina por 6h durante a fase clara, observou-se uma
constancia nos niveis de RNAmM para a melanopsina de Xenopus (Opn4x),
demonstrando que o horménio aboliu a ritmicidade observada nas células n&o

tratadas.
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Fig. 31. PCR quantitativo para melanopsina ortéloga de Xenopus em melanéforos tratados
com melatonina (10°M) por 6h. As células permaneceram em regime 12C:12E por 5 dias

sem melatonina antes do inicio do tratamento. Valores sdo a média + SEM (n=3-12).
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Os dados obtidos demonstram que nos melanoforos submetidos ao ciclo de
12 horas de claro por 12 horas de escuro (12C:12E) tratados com melatonina por 6h
durante a fase clara, ocorreu uma queda dos niveis de RNAmM em todos os ZTs
analisados, sendo essa queda significativa nos ZT4 e ZT20 em relacdo aos seus

controles.
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Fig. 32. PCR quantitativo para melanopsina ortéloga de Xenopus em melanéforos tratados
ou ndo com melatonina. As células permaneceram em regime 12C:12E por 5 dias sem
melatonina antes do inicio do tratamento. Valores sdo a média + SEM (n=3-12). (*)

significativamente diferente do respectivo controle p<0,05.
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12C:12E com troca de meio durante a fase escura, na auséncia ou na presenga
de melatonina

Nas células submetidas ao ciclo de 12 horas de claro por 12 horas de escuro
(12C:12E) com troca de meio durante a fase escura, observou-se um aumento nos
niveis de RNAm para a melanopsina de Xenopus no ZTO em relacdo a ZT4, ZT12 e
ZT20 e no ZT8 em relagcdo a ZT4, ZT12, ZT16 e ZT20. Apesar dessas diferencas, a
analise por COSANA néo indicou ritmicidade.
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Fig. 33. PCR quantitativo para melanopsina ortéloga de Xenopus. As células foram
submetidas a duas trocas de meio e permaneceram em regime 12C:12E por 6 dias antes da
extracdo do RNA total. Valores sdo a média + SEM (n=3-12). (a) e (b); (c) e (d)

significativamente diferentes p<0,05.
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Nas células submetidas ao ciclo de 12 horas de claro por 12 horas de escuro
(12C:12E) tratadas com melatonina por 6h durante a fase escura, observou-se um
aumento nos niveis de RNAm para a melanopsina de Xenopus no ZT8 em relacdo
aos demais ZTs analisados. Mais uma vez, a analise por COSANA ndo indicou
ritmicidade.
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Fig. 34. PCR quantitativo para melanopsina ortéloga de Xenopus em melanéforos tratados
com melatonina (10° M) por 6h. As células permaneceram em regime 12C:12E por 5 dias
sem melatonina antes do inicio do tratamento. Valores sdo a média + SEM (n=3-12). (@) e

(b) significativamente diferente p<0,05.
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Os dados obtidos demonstram que, nos melanéforos submetidos ao ciclo de
12 horas de claro por 12 horas de escuro (12C:12E) tratados com melatonina por 6h
durante a fase escura, houve um aumento significativo nos niveis de RNAm para a

melanopsina de Xenopus no ZT4 em relagéo ao seu controle.
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Fig. 35. PCR quantitativo para melanopsina ortéloga de Xenopus em melanéforos tratados
ou ndo com melatonina. As células permaneceram em regime 12C:12E por 5 dias sem

melatonina antes do inicio do tratamento. Valores sdo a média + SEM (n=3-12).
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Resumo dos Resultados

A expressao dos genes Opn4m e Opn4x foi sincronizada pelo ciclo de claro e
escuro associado a troca de meio, porém isso parece nao ocorrer com 0
receptor de melatonina.

Em escuro constante, a melatonina inibiu a expressédo de seu receptor as 6h
e estimulou as 18h; para Opn4x também estimulou as 18h, porém para o
gene Opn4m, o hormdnio nao teve efeito.

Melatonina administrada durante a fase clara do fotoperiodo inibiu a
expressdo do gene Opn4x em todos 0s ZTs estudados. A expressao do gene
Opn4m foi inibida durante a fase clara e na transi¢cdo do claro para o escuro,
embora ndo estatisticamente demonstrado. Para ambas as melanopsinas,
melatonina aboliu a sincronizacdo. Para o gene Meli,, 0 hormdnio inibiu no
ZT4 e ZT20.

Quando administrada durante a fase escura do fotoperiodo, melatonina levou
a um aumento da expressdo de Opn4x no ZT4 e uma inibicdo de seu
receptor no ZT20, mas praticamente ndo afetou a expressao de Opn4m.
Melatonina ndo foi capaz de sincronizar a expressao dos trés genes

estudados em nenhuma das condi¢cdes experimentais.
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DISCUSSAO

No presente trabalho investigamos a expressao temporal das melanopsinas
Opn4m e Opn4x e do receptor de melatonina Mel;c e o efeito da melatonina sobre
esses trés genes nos melanoforos dérmicos de Xenopus laevis.

Os melanéforos de Xenopus laevis respondem a luz com a dispersao dos
melanossomos, resposta que € caracteristica de melandforos derivados de
embrides deste anfibio (ROLLAG et al.,, 2000). A capacidade de meland6foros
reagirem diretamente a luz é freqiente, mas nem sempre é mantida. Duas
respostas cromaticas primarias sdo observadas em anfibios, sendo que a mais
comum € a dispersao dos granulos de pigmentos pelo citoplasma quando os
melandforos séo expostos a luz (DANIOLOS et al., 1990; ISOLDI et al., 2005).

A foto-dispersdo e o espectro de acdo da luz nos melanoforos de Xenopus
demonstraram inicialmente o envolvimento de uma opsina (DANIOLOS et al., 1990)
e a dependéncia do aldeido retinal (ROLLAG & LYNCH, 1993; ISOLDI et al., 2005),
essencial para resposta de foto-dispersdo (ROLLAG, 1996b). De fato, apos
clonagem pelo grupo de Rollag (PROVENCIO et al., 1998), foi demonstrado que a
melanopsina, assim como as demais opsinas, possui um residuo lisina no sétimo
dominio transmembranico, que € necessario para a formacdo de uma base shiff
com 1l-cis-retinaldeido (EBREY & KOUTALOS, 2001). Sua estrutura protéica
suporta a hipétese de que seja um membro da familia das opsinas que, por sua vez,
fazem parte da superfamilia de receptores acoplados a proteina G (PROVENCIO et
al., 1998; ISOLDI & CASTRUCCI, 2009).

As melanopsinas tém um papel bem evidente nos melanéforos dérmicos de
Xenopus laevis, que é a percepcao das condi¢cdes luminosas para resposta de

ajuste croméatico corporal com fins de mimetismo e termorregulagdo através da
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dispersdo pigmentar. Em outros tipos celulares onde melanopsina esta presente,
mas ndo ha resposta de translocagdo pigmentar, como em melandcitos de aves,
supde-se que esse fotopigmento tenha outras fun¢des (CATANIA et al., 2000; LIMA
et al., 2006).

O padrdo de expressao de melanopsina difere entre as classes de
vertebrados, mas sua presenca em células ganglionares da retina € constante
(PROVENCIO et al., 2000; 2002; ROLLAG et al., 2003; LIMA et al., 2006). Na retina
de Gallus gallus, este padrao de expressao difere do que é encontrado em
mamiferos, pois um nimero muito pequeno de células que expressam melanopsina
foi visto na camada das células ganglionares, enquanto que um numero muito
grande de células que expressam melanopsina foi encontrado na camada nuclear
interna por ensaio imunocitoquimico (LIMA et al., 2006).

Embora as ipRGCs também expressem melanopsina, as respostas de
ativacao da opsina nessas células parecem ser diferentes das respostas de ativacao
encontradas nos melanoforos. Quando expostos a luz, os melanéforos redistribuem
0s melanossomos sem alteracdo de potencial de membrana (dados de nosso
laboratoério), ja as ipRGCs sofrem despolarizacdo na membrana. Isso poderia
sugerir que esses dois tipos celulares apresentam respostas a luz por vias de
sinalizacao diferentes.

Demonstramos em nosso laboratério que a luz em comprimento de onda de
460nm maximamente estimula a(s) melanopsina(s) em melandforos de Xenopus,
desencadeando uma cascata de ativacdo da via dos fosfoinositideos. Em ultima
instancia, leva ao aumento de Ca®" citossélico e aumento de GMPc (ISOLDI et al.,
2005). No entanto, bloqueio do aumento de GMPc ndo impede a disperséo

pigmentar, deixando ainda em questdo o papel desse nucleotideo ciclico na foto-
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resposta. A fonte de calcio também € controversa. Alguns autores relatam que
céalcio origina-se de compartimentos intracelulares (KUMBALASIRI et al., 2007),
outros do meio externo através de canais TRP6 ou TRP7 (WARREN et al., 2006;
SEKARAN et al.,, 2007). Em cultura de células ganglionares expressando
melanopsina de rato, 90% da resposta a luz pode ser bloqueada por tetrodotoxina,
demonstrando que a maior parte de Ca** entra na célula através de canais de Ca**
dependentes de voltagem (HARTWICK et al., 2007).

Os dados de nosso trabalho demonstram que as melanopsinas em
melanoforos de Xenopus laevis sdo sincronizadas aos ciclos de claro-escuro,
expressando robustos ritmos ultradiano com periodo de 16h para Opn4m e
circadiano com periodo de 25h para Opn4x. Curiosamente, essa ritmicidade so foi
observada quando os melanoforos foram mantidos em ciclos 12C:12E e sofreram
troca de meio realizada durante a fase clara do fotoperiodo. Os melanoforos que
foram submetidos aos demais regimes experimentais (12C:12E sem troca de meio;
12C:12E com troca de meio durante a fase escura; ou escuro constante) nao
apresentaram essa sincronizacao. Isso demonstra que, além de ser necessaria a
presenca do fotopigmento melanopsina, outros fatores estdo envolvidos para o
estabelecimento da sincronizacdo. Alguns estudos demonstram que um choque de
soro € capaz de sincronizar diversos tipos celulares mantidos em cultura
(CHAPPELL et al., 2003; OTWAY et al., 2009). E possivel especular que alguns
componentes encontrados no soro, € no meio que utilizamos, possam estar
mimetizando componentes enddégenos envolvidos no processo de sincronizacao in
vivo.

A melatonina, horménio derivado da serotonina descrito por Lerner et al.

(1958) como a substancia que clareia a cor da pele de anfibios, € liberada pela
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glandula pineal no periodo de escuro. Esta molécula também marca o periodo do
escuro em plantas, organismos unicelulares, bactérias e invertebrados
(HARDELAND & POEGGELER, 2003). Em vertebrados, melatonina também é
sintetizada pela retina, onde exerce uma acao paracrina participando de processos
adaptativos da visdo noturna (TOSINI & FUKUHARA, 2003). Também células
imunocompetentes da medula (TAN et al., 1999) e presentes no colostro (PONTES
et al.,, 2005) sintetizam esta molécula e, neste caso, melatonina ndo esta
relacionada a marcacao do ciclo claro/escuro ambiental, mas sim a diferentes
funcbes celulares locais. Além disso, a melatonina é encontrada em altas
concentragbes na bile de varios mamiferos incluindo o homem, e essas
concentragbes chegam a ser de duas a trés vezes maiores do que a concentracéo
noturna da melatonina no sangue (REITER et al., 2000).

A melatonina é uma molécula lipossoluvel, entrando facilmente em qualquer
célula, podendo atravessar a barreira hemato-encefélica. Sua acdo pode ser
mediada por receptores de membrana acoplados a proteina G ou pode diretamente
modular reacdes intracelulares (REITER, 1991; GILAD et al.,1998; POON et al.,
1994; WRIGHT et al., 2000). Os receptores de membrana de melatonina estéao
acoplados a proteina G;, portanto, quando estimulados levam a inibicdo da adenilil
ciclase. Estudos utlizando melanoforos dérmicos de Xenopus laevis fizeram com
gue fosse possivel a clonagem do primeiro gene de receptor de melatonina (subtipo
Mel;c, 0 mesmo investigado neste trabalho). Esses estudos foram importantissimos
para a investigacdo dos demais receptores de melatonina (EBISAWA et al., 1994),
desencadeando um grande interesse nos provaveis papéis fisiolégicos exercidos
por esse hormbnio, que € profundamente estudado até os dias de hoje (EBISAWA

et al., 1994; SUGDEN et a.l, 2004). Os melano6foros de Xenopus desempenharam
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um papel de vital importancia nas pesquisas conduzidas por Lerner e colaboradores
(1958), que fizeram uso da resposta de clareamento da pele desse anfibio para
monitorar o isolamento do principio contido na glandula pineal, posteriormente
identificado como melatonina. Esta resposta é mediada pelo movimento centripeto
dos granulos de melanina contidos nos melanéforos dérmicos (SUGDEN, 2004).

A melatonina possui diversas funcdes dependendo do tipo celular estudado.
Além da sinalizagdo circadiana, possui potente acdo antioxidante, que pode ser ou
nao mediada por receptores. Melatonina tem a capacidade de agir mobilizando
mecanismos reparadores do DNA e regular o processo de apoptose celular (MAYO
et al.,, 1998). Sua acdo anti-proliferativa tem sido descrita em células tumorais
diversas (SLOMINSKI & PRUSKI, 1993, KADEKARO et al., 2004) mas a0 menos
em melanoma humano, alguns trabalhos mostram que esse efeito pode ser

controverso (GARCIA-PATTERSON et al., 1996, SOUZA et al., 2003).

A acéo inibitoria da melatonina sobre o NSQ da-se via receptor MT1, levando a
um aumento do RNAm de Per (MASSON-PEVET et al., 1994; McNAMARA et al.,
2001; POIREL et al., 2002; 2003). Também na pars tuberalis, Perl, Per2 e Rev-erb-
a sO sao ritmicos na auséncia de melatonina. Essa indolamina aumenta a expressao
de Cry e deprime a expressdo maxima dos outros genes do rel6gio (JOHNSTON et
al., 2006).

Os dados do nosso trabalho demonstram que o tratamento com melatonina
10°M por 6h em melanéforos de Xenopus laevis, durante a fase escura do
fotoperiodo, levou a um declinio da expressdo de Opn4x no ZTO e de seu receptor
no ZT20, mas ndo afetou a expressdo de Opn4m. Em escuro constante, a
melatonina estimulou a expressdo de Opn4x e de seu receptor, porém para o0 gene

Opn4m, o horménio causou inibicéo.
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Trabalhos demonstram que o tempo e a concentracdo de melatonina em
contato com a cultura ou in vivo, é o fator limitante para obter uma resposta
fotoperiddica (SIMONNEAUX & RIBELAYGA, 2003). O tratamento com melatonina
por 6h na fase clara do fotoperiodo, além de inibir drasticamente a expressao de
Opn4x e Opn4m, aboliu a ritimicidade de ambas as melanopsinas. E interessante
que, semelhantemente ao que ocorre no NSQ de mamiferos (MASSON-PEVET et
al., 1994, McNAMARA et al., 2001; POIREL et al., 2002; 2003) melatonina parece
também atenuar a ritmicidade de relégios periféricos. E instigante notar essa
robusta resposta inibitéria durante a fotofase na presenca de melatonina, pois se
pensarmos no que estaria ocorrendo com o animal no meio ambiente, a melatonina
nao estaria presente durante a fase clara do fotoperiodo (dia) in vivo. Através
desses dados, é possivel especular que essas células estejam respondendo
negativamente a presenca de melatonina, como que sinalizando que o horménio
nao deveria estar atuando sob essas condicbes. Se transpusermos 0S regimes
experimentais nos quais as células foram submetidas para o animal em seu habitat,
melatonina néo estaria circulante e agindo como um sinalizador circadiano durante o
dia e/ou por 6h consecutivas.

As poucas variacbes na expressao génica do receptor de melatonina Melyc,
guer sob diferentes regimes de luz, quer sob tratamento por melatonina, sugerem
gue esse gene é extremamente estavel, ndo sofrendo alteragdes ao ser submetido a
estimulos exdgenos, podendo ser considerado um gene constitutivo. Os resultados
demonstram que o controle génico do receptor de melatonina Mel;c hdo se encontra
atrelado a um padréao de expressao temporal, dada a auséncia de oscilacdo ritmica.

Em concluséo, os resultados demonstram que os melandforos de Xenopus

laevis possuem um reldgio funcional e podem ser caracterizados como reldgios
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periféricos, porém necessitam do ciclo claro-escuro associado a troca de meio para

exibirem sua sincronizacéo.
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