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RESUMO

O sistema circadiano das aves é composto pela retina, a regido homoéloga aos
nucleos supraquiasmaticos de mamiferos (NSQ) e a glandula pineal. A retina
apresenta muitos eventos fisiologicos ritmicos, como por exemplo 0os movimentos
das células fotorreceptoras em vertebrados ndo mamiferos, a expressao de opsinas,
regeneracdo do croméforo visual e producéo e liberagdo de melatonina e dopamina.
Todos estes eventos ritmicos sdo coordenados para prever alteracdes nas
condi¢cdes luminosas que ocorrem durante o dia, otimizando a funcgéo retiniana.
Neste trabalho foi investigada a expressao de componentes chave de um sistema
circadiano, incluindo os dois genes de melanopsina, Opn4x e Opn4m, os genes de
relogio Clock e Per2, e os genes das enzimas chave da sintese de melatonina, N-
Acetiltransferase, e de dopamina, Tirosina Hidroxilase, em células da retina de
embrides de galinha. Culturas primérias de retina de embrides de galinha com 8 dias
foram preparadas no ZTO (quando as luz é acesa) e semeadas na densidade de 10’
células por frasco de 25 cm? . As células foram mantidas em ambiente imido, com 5
% CO,, a 40° C, em escuro constante, fotoperiodo 12C:12E, fotoperiodo 12C:12E
seguido de escuro constante, ou em escuro constante na presenga e na auséncia
de glutamato 100 uM por 12 h. A extragdo de RNA total foi feita ao longo de 24
horas com intervalo de trés horas tendo inicio no ZTO do sexto dia. As amostras
foram submetidas a RT-PCR seguido de PCR quantitativo para a quantificacdo de
RNAm. Para confirmar a expressdo da proteina OPN4x foi realizado ensaio
imunohistoquimico com anticorpos anti-melanopsina de galinha desenvolvidos em
coelho. Também foi feita a quantificacdo da concentracdo das proteinas OPN4x,
CLOCK e TIROSINA HIDROXILASE através da técnica de Western Blot. A
guantificacdo do RNAmM em escuro constante ndo apresentou ritmos de transcri¢cao
para nenhum gene. J4 as células mantidas em fotoperiodo 12C:12E apresentaram
padrdes ritmicos de transcricdo para Clock, Per2, Opn4dm, N-Acetiltransferase e
Tirosina Hidroxilase. Glutamato 100 uM foi eficaz em induzir ritmo em Clock, e inibiu
drasticamente a expressao de Tirosina Hidroxilase e, apenas mais pontualmente, de
Opn4dx e Opn4dm. Ensaios de viabilidade celular e fragmentacdo de DNA por

citometria de fluxo demonstraram que essa inibicdo néo foi resultante de agdo toxica
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ou apoptotica do glutamato. O neurotransmissor ndo teve qualquer efeito sobre a
transcricdo de Per2 e de N-Acetiltransferase. A quantificagdo protéica néo indicou a
presenca de ritmo para CLOCK, OPN4x ou TIROSINA HIDROXILASE. A grande
variabilidade inter-ensaios nos resultados de quantificacdo protéica sugere uma
menor sensibilidade e precisdo para esse método, quando comparado a PCR
quantitativo. Nossos resultados indicam que as células de retina de embrido de 8
dias de galinha em cultura ja contém um relégio funcional, porém, este necessita do

ciclo claro-escuro ou glutamato para sua sincronizagao.

ABSTRACT

The avian circadian system is composed by the retina, the mammalian homolog
region of the supra-chiasmatic nucleus (SNC) and the pineal gland. The retina itself
shows many rhythmic physiological events, such as movements of photoreceptor
cells, opsin expression, retinaldehyde re-isomerization, melatonin and dopamine
production and release. Altogether these rhythmic events are coordinated to predict
environmental changes in light conditions during the day, optimizing retina function.
In this work we investigated the expression of key components of a circadian system,
including the two melanopsin genes, Opn4x, Opn4m, as well as the Clock, Per2, N-
Acetyltransferase and Tyrosine Hidroxylase genes in chick embryo retinal cells.
Primary cultures of chicken retina from 8-day-old embryos were prepared at ZTO
(lights on) and seeded at the density of 10 cells per 25 cm? culture flask. The cells
were kept in a humidified incubator in a 5 % CO, atmosphere at 40° C in constant
dark, in 12L:12D, in 12L:12D followed by constant dark, or in constant dark in the
absence or presence of 100 uM glutamate for 12 h starting at ZTO of the fifth day in
vitro. Total RNA extraction was performed along 24 hours every three hours starting
at ZTO of the sixth day. The samples were submitted to RT-PCR followed by
guantitative PCR for mRNA quantification. To analyze the OPN4x expression in
these cells we performed an immunocytochemistry analysis with antibodies anti-
chicken melanopsin developed in rabbit. We also quantified the protein levels of
OPN4x, CLOCK AND TYROSINE HYDROXYLASE by Western Blot. The mRNA

guantification showed no rhythm of transcription for any gene in cells kept in constant



dark. However under a light-dark cycle, Clock, Per2, Opnd4m, N-Acetyltransferase
and Tyrosine Hydroxylase presented rhythm patterns of transcription. 100 uM
glutamate was able to induce rhythmic expression of Clock, and strongly inhibited the
expression of Tyrosine Hydroxylase and, just punctually, of Opn4x and Opn4m.
Assays of cell viability and DNA fragmentation using flow cytometry demonstrated
that the inhibition did not result of glutamate toxic or apoptotic actions. The
neurotransmitter had no effect on Per2 and N-Acetyltransferase transcription. Protein
guantification by Western Blot showed no rhythmic oscillation of CLOCK, OPN4x or
TYROSINE HYDROXYLASE. The great variability inter-assays seen in the results of
protein quantification suggests that this method is less precise and sensitive than
guantitative PCR. The present data show evidences that chicken embryonic retinal
cells contain a functional circadian clock. However light-dark cycle or glutamate

stimuli are needed to its synchronization.
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INTRODUCAO

Ritmos circadianos

Ritmos circadianos sdo caracteristicas marcantes encontradas nos seres
vivos, pois representam manifestacdes evidentes de adaptacdo. Estes ritmos
conferem vantagens significativas para 0s organismos, porque permitem a
estes sincronizar eventos internos com os ciclos fisicos do ambiente. Exemplos
de ritmos circadianos incluem oscila¢cdes nos niveis de varios horménios como
melatonina, cortisol, horménio de crescimento, de modo que a produgcdo ou
liberacdo destes ocorra em uma hora precisa do dia (ASCHOFF, 1960;
PITTENDRIGH, 1960).

Desde os organismos unicelulares até os vertebrados, os seres vivos
estdo estruturados no tempo e no espaco. Muitos, se ndo a maioria dos
parametros bioquimicos, fisiolégicos e comportamentais exibidos pelos
organismos apresentam flutuacfes diarias, e a maioria destes ritmos persiste
em condicdes constantes, demonstrando que eles sdo controlados por
osciladores endogenos. Os ritmos que persistem em condi¢fes constantes, e
apresentam um periodo de aproximadamente 24 horas sdo chamados de
ritmos circadianos.

Entende-se por organizagdo circadiana o modo como o0 sistema
circadiano inteiro é unificado fisiologicamente, e pelos principios e regras que
determinam as interacdes entre seus componentes. A organizagao circadiana
se estende 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 interconexées formam um
“eixo circadiano® central comum a todos os vertebrados, inclusive os mais
primitivos. Essas estruturas sdo as retinas, o complexo pineal (pineal e o
orgao/olho parietal) e o nudcleo supraquiasmatico (NSQ) do hipotalamo
(MENAKER et al., 1997).

Os sinais fornecidos pelo ambiente para que 0s organismos ajustem



seus ritmos sdo chamados de zeitgebers (doador do tempo em aleméo). O
principal zeitgeber ambiental é o ciclo de claro e escuro. Os sinais luminosos
sdo capturados por células fotorreceptoras especializadas, e entdo convertidos
em sinais neurais e hormonais que governam a fisiologia e 0 metabolismo dos
organismos. O aumento dos recursos tecnoldgicos, e também do namero dos
estudos realizados em organismos que até entdo eram pouco estudados, tem
revelado que células fotorreceptoras ou estruturas responsaveis pela captacao
da informacdo luminosa ambiental s&o encontradas desde organismos
procariontes (SPUDICH et al., 2000; SPUDICH, 2006). Peixes, anfibios, répteis
e aves possuem células fotorreceptoras especializadas distribuidas em varias
regides do encéfalo, e a luz que incide sobre o corpo destes animais penetra
pela pele e cranio e atinge essas células fotossensiveis, que veiculam a
informagdo para o homdlogo do NSQ (MENAKER, 1972). Na retina de
mamiferos, foi descrita uma rede de células ganglionares portadoras de um
novo fotopigmento, a melanopsina (PROVENCIO et al., 1998; 2002); algum
tempo depois Berson e colaboradores mostraram que essas células sao
intrinsecamente  fotossensiveis, e enviam projecdes para 0 nucleo
supraquiasmatico (NSQ), o chamado rel6gio mestre dos vertebrados (BERSON
et al., 2002).

Em mamiferos, os sinais luminosos captados pela retina séo convertidos
em impulsos nervosos (despolarizacdo das células ganglionares
imunopositivas para melanopsina), os quais sdo conduzidos pelo trato retino-
hipotalamico, culminando com a liberacdo de glutamato (um dos principais
neurotransmissores excitatorios do sistema nervoso central) nas ceélulas do
NSQ causando o arrastamento do reldgio mestre, ou seja, ajustando a fase do
rel6gio enddégeno mestre com a fase dos ciclos ambientais (OHI et al., 1991,
TAKEUCHI et al., 1991).

O reldégio endégeno encontrado no NSQ dos mamiferos é formado pelo
acoplamento das oscilagfes fisiolégicas espontédneas de seus neurbnios. O
mecanismo responsavel pelas oscilacdes espontaneas de cada neurdnio do
NSQ, por sua vez, é formado por um mecanismo molecular que consiste de
duas alcas de retroalimentacdo de controle de expressao génica interligadas,
uma negativa e a outra positiva. A alca de retroalimentacdo negativa envolve a

regulacéo dindmica de trés genes Period (em camundongos designados como



mPerl1-3) e dois genes Cryptocrome (mCryl e mCry2). A transcricdo destes
genes é feita de forma ritmica e controlada pelos fatores de transcricdo CLOCK
e BMAL1, que sao proteinas que contém dominios basic helixloop helix (bHLH)
em sua estrutura. Quando as proteinas mMPER e mCRY séo traduzidas, elas
formam complexos multiméricos que sao translocados para o nudcleo. No
ndcleo, as proteinas MCRY agem como reguladores negativos que interagem
diretamente com as proteinas CLOCK e ou BMALL1 para inibir a transcrigcdo de
mMPER e mCRY. Concomitantemente, mPER2 contribui para a transcricdo
ritmica de Bmall que forma junto com mClock a alga de transcricdo positiva,
gue é expressa em fase oposta a mPer/mCry. A disponibilidade aumentada de
BMAL1 promove a heterodimerizagdo de CLOCK/BMALL necessaria para re-
iniciar o ciclo de transcricdo de mPer/mCry. O modelo proposto por Reppert e
Weaver para o funcionamento do relégio do NSQ, baseado nestas duas algas
de retroalimentacéo, propde que no inicio do dia circadiano (CT0), a transcricdo
de mPer e mCry é controlada pelo acumulo de heterodimeros CLOCK/BMAL1
(os niveis mais elevados do RNAmM de mPerl ocorrem nos CTs4-6, os de
mPer3 nos CTs4-8, e mPer2 no CT8, enquanto que o nivel mais alto de mCry
ocorre no CT10). Por volta do meio dia (CT12), as proteinas mPER e mCRY
sdo expressas no nucleo, onde mCRY interrompe (desliga) a transcricdo de
mPer e mCry mediada por CLOCK/BMAL1. Ao mesmo tempo em que mMPER2
interrompe a transcricdo de mPer e mCry, essa proteina ativa a transcricdo de
Bmall, cujos niveis mais elevados de RNAm séo encontrados a partir do CT15,
ao CT18 (REPPERT; WEAVER, 2001). A renovacéo dos niveis de BMAL1 no
final da noite aumentam a heterodimerizacdo de CLOCK/BMAL1 na hora
circadiana apropriada para ativar a transcricdo de mPer e mCry re-iniciando o
ciclo. Acredita-se que o ritmo de Bmall gera o ritmo da proteina BMAL1 com
um intervalo de 4 a 6 horas de atraso (REPPERT; WEAVER, 2001).

Nas aves, existe controvérsia sobre a localizagdo precisa da regido
homologa ao NSQ dos mamiferos. Nelas sdo encontrados dois nudcleos: o
nacleo medial hipotalamico MNH (também conhecido como nucleo
periventricular pré-ptico) e o nucleo hipotalamico retinocepiente lateral LHRN
(também conhecido como NSQ visual), possiveis homologos do NSQ de
mamiferos (CASSONE; MOORE, 1987; NORGREN; SILVER, 1989 a, b;
SHIMIZU et al., 1994; UNDERWOOD et al, 2001). A perda da ritmicidade apés



a remocdao da pineal ou dos olhos em pardais (Passer domesticus) assim como
de outras seis espécies de aves mantidas em condigbes constantes
(YOSHIMURA et al., 2001) é algo notavel, pois mostra que o homélogo ao
NSQ é incapaz de manter a ritmicidade do organismo na auséncia de sinais
provenientes desses 6rgéos. Ciclos de 24h de claro-escuro podem forgar aves
pinealectomizadas ou cegas a exibir uma periodicidade de 24 horas em ritmos
de atividade, alimentagcdo, ou temperatura (GASTON; MENAKER, 1968;
UNDERWOOD et al., 1984; UNDERWOOD; SIOPES, 1984). Porém essa
ritmicidade observada ap6s a remocédo dos olhos ou da pineal persiste por dias
ou semanas, ao longo dos quais diminui até que o animal se torne arritmico em
condi¢cdes constantes. Em pardais pinealectomizados mantidos em escuro
constante, um Unico pulso de luz pode induzir uma ritmicidade temporéria que
pode durar de 6 a 7 dias (GASTON; MENAKER, 1968).

A glandula pineal das aves é considerada um 6rgéo circadiano, pois
contém os trés componentes mais importantes de um sistema circadiano: 1)
fotorreceptores que propiciam uma aferéncia (input) de sinais ambientais para
o oscilador (WAINWRIGHT; WAINWRIGHT, 1978; KASAL et al., 1979;
TAKAHASHI et al.,, 1980; BINKLEY, 1983; OKANO et al., 1994; BAILEY;
CASSONE, 2005; IUVONE et al., 2005); 2) genes de relogio localizados em
suas ceélulas que constituem um oscilador capaz de governar funcdes
fisiolégicas deste 6rgdo (OKANO; FUKADA, 2001; OKANO et al.,, 2001;
BAILEY et al., 2002; CHONG et al., 2003); 3) uma eferéncia (output) de sinais
fisiologicos para o organismo, a qual € constituida pela sintese e liberagédo de
melatonina no plasma sanguineo (CASSONE; MENAKER, 1984; OKANO;
FUKADA, 2001).

Nos mamiferos, a producdo de melatonina pela pineal €, e continua
ritmica, mesmo que o animal seja mantido em condi¢des constantes, com um
pico maximo noturno. Isto ocorre porque o ritmo de sintese de melatonina pela
pineal é controlado de forma circadiana pelo NSQ (KLEIN et al., 1992). Pois as
células do NSQ acionam uma via multisindptica que inclui o nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVN), e neurénios que emitem projecdes para o
trato intermédio-lateral da espinha dorsal que contém os corpos celulares que
inervam o ganglio cervical superior. Os ax6nios pds-ganglionares simpéticos do

ganglio cervical superior ascendem junto a artéria carétida onde entram no



nervo coronario e vao até a pineal. Nesta, a liberacdo noturna de noradrenalina
pelas fibras simpaticas ocasiona um rapido aumento de 150 vezes nos niveis
do RNAm da enzima chave (o0 passo limitante) da via de sintese de melatonina,
a N-acetiltransferase (NAT), e também um aumento de 50 a 70 vezes na
atividade da enzima, o que resulta em um aumento de 10 vezes na sintese e
liberacdo de melatonina na corrente sanguinea durante a noite (MOORE,
1996).

Além de ser controlada pelo relégio endégeno do NSQ, a producédo de
melatonina pela glandula pineal também é controlada pela luz. Pois além de
arrastar o relogio central, o glutamato que chega as células do NSQ trazendo a
informag&o luminosa captada pela retina faz com que ocorra a liberacéo de
acido gama-aminobutirico (GABA) um dos principais neurotransmissores
inibitérios no PVN, causando entédo foto-inibicdo da producgéo e liberacdo da
melatonina (KALSBEEK et al., 1999; 2000).

Nas aves, existem duas rotas pelas quais a luz pode sincronizar a
producdo de melatonina pela pineal com ritmos claro-escuro, pois além da via
descrita para os mamiferos, que também estd presente nas aves, 0S
fotorreceptores presentes na pineal desses animais sdo capazes de inibir a
producdo de melatonina em resposta a luz, independentemente da informacéo
captada pela retina. Estudos mostram também que a informagéo visual captada
pela retina pode sincronizar o ritmo de sintese e liberacdo de melatonina pela
glandula pineal em codornas japonesas (Coturnix japonica) (BARRETT;
UNDERWOOD, 1991) e em galinhas, sendo que nestas, comprimentos de
onda proximos aos de ultra-violeta sincronizam a producdo de melatonina pela
pineal (ROSIAK et al., 2005; ROSIAK; ZAWILSKA, 2005).

Culturas de células de pineal podem mostrar ritmos diérios na atividade
da NAT, e na secrecdo de melatonina em condigbes constantes. Esses ritmos
podem ser iniciados por ciclos de claro-escuro de 24 h em peixes, lagartos e
aves (UNDERWOOD, 1990; UNDERWOOD et al., 1990a, b; MURAKAMI et al.,
1994; BARRETT; TAKAHASHI, 1997; NAKAHARA et al., 1997). Ritmos de
sintese e secrecdo de melatonina pela pineal in vitro tém sido encontrados em
pombos, pardais, e galinhas (MURAKAMI et al., 1994, BARRETT,;
TAKAHASHI, 1997). A persisténcia dos ritmos de melatonina em cultura de

células da pineal de galinhas é altamente influenciada pela temperatura, sendo



mais persistente em condicdes constantes a 40° C do que a 37° C (BARRETT;
TAKAHASHI, 1997). Em algumas aves, por ex. codornas japonesas, a
pinealectomia ndo afeta significativamente os ritmos retinianos nem os de
atividade quando estas estdo submetidas a ciclos de claro-escuro, ou a escuro
constante (UNDERWOOD; SIOPES, 1984). Porém esses ritmos ndo estdo
presentes nessas espécies quando estas sofrem a remocdo completa dos
olhos e s&o mantidas em condi¢cdes constantes (UNDERWOOD; SIOPES,
1984; UNDERWOOD, 1994; UNDERWOOD; EDMONDS, 1995a, b).

A luz pode exercer dois efeitos distintos sobre os ritmos de melatonina
secretada por células de pineal de galinhas em cultura: supresséo severa da
sintese de melatonina e avanco de fase, ou o arrastamento do marca-passo
circadiano que controla a sintese de melatonina (ZATZ; HEATH, 1995). A
deficiéncia de vitamina A reduz a resposta de inibicAo de sintese de
melatonina, mas ndo a resposta de avanco de fase, indicando que diferentes
fotopigmentos podem estar envolvidos nesses dois tipos de resposta a luz
(ZATZ, 1994), um deles cujo croméforo ndo € o retinaldeido.

Muitos eventos na retina dos vertebrados exibem ritmos circadianos,
incluindo a renovacédo dos discos membranosos dos segmentos externos dos
fotorreceptores, movimentos fotomecanicos dos cones e bastonetes em
vertebrados ndo mamiferos, migracdo de pigmento, morfologia sinaptica,
atividades enzimaticas, sintese e liberagdo de melatonina e dopamina, niveis
de AMPc e também expressdo do RNAm de iodopsina, o fotopigmento de cone
vermelho (CASSONE; MENAKER, 1984; PIERCE; BESHARSE, 1985; 1987;
CAHILL; BESHARSE, 1991; CAHILL et al., 1991; PIERCE et al., 1993; GREEN
et al., 1995a, b; TOSINI; MENAKER, 1996; 1998; MANGLAPUS et al., 1999;
IVANOVA ; IUVONE, 2003a, b; CHAURASIA et al., 2006). Alguns ritmos como
os de expressao de iodopsina podem ser encontrados em culturas de retina de
galinha obtidas a partir de embrides de galinha com nove dias de incubacéo
(ZHANG et al., 2003), periodo em que a maioria dos diferentes tipos celulares
da retina ja deixou o ciclo mitético e encontra-se em estagio de diferenciacéo
(BELECKY-ADAMS et al., 1996).

A seccdo do nervo Optico exclui a possibilidade de qualquer relogio
extraocular mandar informagfes para a retina, sendo assim o fato de que a

retina continua capaz de sincronizar a producédo de melatonina e de dopamina



com ciclos de claro-escuro, 0 que se mantém em escuro constante, prova que
existe um relégio autbnomo na retina capaz de controlar seus proprios ritmos
(UNDERWOOD et al., 1990b).

Evidéncias iniciais vindas de estudos com o hamster mutante tau
indicam que os relégios retinianos funcionam de uma maneira muito
semelhante a do NSQ. Esses hamsters mutantes exibem periodos
extremamente curtos de atividade locomotora, devido a uma mutagdo pontual
no gene ckle que resulta em uma enzima caseina quinase | com atividade
alterada, ou seja, com deficiéncia na sua capacidade de fosforilar PER
(LOWREY et al., 2000). A investigagéo dos ritmos de melatonina, em cultura de
retina de hamster mutante tau, assim como o estudo da renovagéo dos discos
membranosos do segmento externo dos fotorreceptores em animais intactos,
revelam que esses ritmos também exibem padrbes curtos, sugerindo que 0s
mesmos mecanismos moleculares do NSQ séo encontrados na retina (GRACE
et al., 1996; TOSINI; MENAKER, 1996; 1998). Inimeros estudos mostraram
gue genes de relégio como Clock e Period também séo expressos na retina de
todos os vertebrados examinados até agora (GEKAKIS et al., 1998; ZYLKA et
al., 1998; NAMIHIRA et al., 1999; 2001; KUHLMAN et al., 2000; SAKAMOTO et
al., 2000; YOSHIMURA et al., 2000; ZHU et al., 2000; ZHUANG et al., 2000;
ZHU; GREEN, 2001; BAILEY et al., 2002; HAQUE et al., 2002; CHONG et al.,
2003; WITKOVSKY et al., 2003).

Em 2006, Chaurasia e colaboradores mostraram, através da andlise de
genes de reldgio em culturas da retina de embrides de galinha obtidas no sexto
dia embrionario, enriquecidas em células fotorreceptoras, evidéncias de um
sistema circadiano completo nessas células. Neste trabalho, os autores relatam
gue os genes Bmall e Opn4x apresentam picos de expressado no fim do dia
tanto em fotoperiodo claro-escuro quanto em escuro constante. Clock
apresenta seu pico de expressdo a noite em fotoperiodo claro-escuro, mas é
arritmico em escuro constante. Cryl e Per2 aumentam pela manhd e séo
pouco expressos durante a noite. A amplitude do ritmo de expressédo de Per2 é
reduzida em escuro constante, e 0s niveis de expressao de Cryl e Per2 sao

estimulados por exposigéo luminosa noturna (CHAURASIA et al., 2006).



Fotopigmentos

Pesquisas buscando identificar qual, ou quais os fotopigmentos
envolvidos na fotorrecepcdo circadiana mostraram que a maioria dos
fotopigmentos presentes na retina estd envolvida apenas com a visdo, seja
noturna ou diurna. Porém existem evidéncias que mostram um novo grupo de
moléculas fotoativas presentes na camada interna da retina de mamiferos, e
também em outras regides encefalicas como a glandula pineal e regibes
profundas do encéfalo de vertebrados ndo mamiferos que participam da
fotorrecepgdo circadiana (TAKAHASHI et al., 1980; FOSTER et al., 1991;
PROVENCIO et al., 1998; CASHMORE et al., 1999; PROVENCIO et al., 2000;
PANDA et al., 2002; PROVENCIO et al., 2002; PANDA et al., 2003; ROLLAG et
al., 2003; CHAURASIA et al., 2005; ISOLDI et al., 2005; QIU et al., 2005).

Opsinas

Os fotopigmentos visuais dos vertebrados pertencem a familia das
opsinas. Atualmente as opsinas sao classificadas em tipo 1 e tipo 2. Opsinas
tipo 1 sdo proteinas muito antigas, usadas para a coleta de energia e
informagédo luminosa, encontradas em arqueobactérias e eucariotos. Gracas as
novas técnicas de seguenciamento genético em amostras provindas de
organismos de agua doce, marinhos, pantanos e mares glaciais, o numero de
opsinas do tipo 1 conhecido estd aumentando rapidamente (atualmente>800).
Opsinas tipo 2 sdo encontradas somente em eucariotos (SPUDICH, 2006;
MCCARREN; DELONG, 2007).

Mesmo pertencendo a familias distintas, existem muitas semelhancas
entre opsinas do tipo 1 e do tipo 2. Pois ambas séo proteinas de sete dominios
transmembranicos, ambas utilizam uma molécula de retinaldeido associada
para a captacdo da luz, e em ambas o retinaldeido associa-se a proteina por
meio de uma ligag&o do tipo base de Schiff a um residuo lisina na sétima alca
transmembrénica da proteina. As opsinas do tipo 1 diferem em espagco fisico e

na distribuicdo dos seus dominios intermembranosos em relagdo as opsinas



tipo 2, o que se reflete em diferentes cascatas de sinalizagdo. As opsinas do
tipo 1 funcionam dentro da membrana para bombear ions ou sinalizar via
outras proteinas integrais de membrana diferentemente da sinalizagdo via
proteina G, desencadeada pela ativagédo de opsinas tipo 2.

A descoberta de que ndo existe uma relacédo filogenética entre esses
dois tipos de opsinas apesar da grande convergéncia nos detalhes moleculares
de funcbes causou estarrecimento na comunidade cientifica, e culminou na
hipétese de que o mecanismo fundamental para deteccdo luminosa via opsinas
associadas ao retinaldeido, foi descoberto e explorado independentemente
duas ou mais vezes pelos seres vivos (FERNALD, 2006).

Os progenitores das opsinas tipo 1 provavelmente existiram no inicio da
evolugdo, antes da divergéncia entre eubactérias, arqueobactérias e
eucariotos, o que significa que o mecanismo de transporte de ions, que usa
energia luminosa em associagdo com as opsinas tipo 1, precede a evolugéo da
fotossintese como meio de utilizar a energia luminosa. As opsinas ja estavam
presentes nos animais antes mesmo da divisdo destes em protostbmios e
deuterostbmios e o tamanho de cada familia de opsinas estd crescendo
rapidamente conforme o0s pesquisadores investigam organismos nao
tradicionalmente pesquisados em lugares inusitados.

O espectro de absorcdo destes fotopigmentos € modulado por um
pequeno nimero de aminodcidos adjacentes ao sitio de ligacdo do cromoforo
no dominio transmembrénico das opsinas, onde os efeitos da selecdo natural
sao mais evidentes.

Muitos genes de opsinas recém descobertos, assim como novos genes
de outras familias especificas para a fototransducdo, como por exemplo,
proteinas heterotriméricas ligadoras de guanina (proteinas G), e canais
dependentes de ligacdo a nucleotideos, surgiram cedo na evolugdo dos
vertebrados, durante extensivas duplicagbes cromossémicas que ocasionaram
0 surgimento de tecidos especializados na captura da informagéo luminosa
como ocelos, olhos e retinas (ARENDT; WITTBRODT, 2001).



Células fotorreceptoras

Até h& pouco tempo, os fotorreceptores eram classificados como
fotorreceptores de vertebrados (ciliares) e fotorreceptores de invertebrados
(rabdoméricos). Essa classificagdo era baseada nas diferentes vias de
sinalizacdo, morfologia e especializacbes das células fotorreceptoras
encontradas exclusivamente em vertebrados e em invertebrados.
Recentemente esse conceito foi alterado, pois fotorreceptores rabdoméricos
foram encontrados em vertebrados, assim como fotorreceptores ciliares foram
encontrados em invertebrados (PROVENCIO et al., 1998; 2002; ARENDT et
al., 2004; ISOLDI et al., 2005).

Os fotorreceptores ciliares utilizam membros da familia de opsinas
ciliares (c-opsinas) incorporadas em cilios especializados, enquanto o0s
fotorreceptores rabdoméricos utilizam membros da familia de opsinas
rabdoméricas (r-opsinas) que sdo encontradas em rabdémeros. Cada tipo de
receptor utiliza proteinas G diferentes em sua via de sinalizagdo. A proteina
Gat (transducina) € utilizada em fotorreceptores ciliares de vertebrados, a
proteina Gao em fotorreceptores ciliares do molusco Pecten e a proteina Gq
em fotorreceptores rabdoméricos de vertebrados e de invertebrados.
Fotorreceptores ciliares produzem potenciais de membrana hiperpolarizantes
por meio de uma cascata que se inicia com a ativagdo de uma fosfodiesterase
por Gat. JA os fotorreceptores rabdoméricos sdo despolarizantes e utilizam
uma cascata que se inicia com a ativagcdo de uma fosfolipase C. O sitio de
amplificagdo dos sinais bioquimicos, assim como 0 mecanismo que termina a
resposta fisioldgica é diferente entre esses dois tipos de opsinas. Além disso, o
cromodforo das opsinas rabdoméricas nunca se separa da proteina, sendo
regenerado in situ por um comprimento de onda diverso do comprimento
responsavel pelo estimulo da opsina, enquanto que, nas opsinas ciliares o
croméforo € re-isomerizado em tecidos exdgenos (GARTNER; TOWNER,
1995; VOUGHT et al., 2000). Atualmente parece claro que esses dois tipos de
fotorreceptores surgiram independentemente e coexistiram nos urobilatérios
antes do surgimento dos bilatérios (ARENDT; WITTBRODT, 2001; ARENDT et
al., 2004; FERNALD, 2006).
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As opsinas ciliares capazes de responder a estimulos luminosos séo
encontradas embebidas na bicamada lipidica dos discos membranosos ciliares
gque compdem o0 segmento externo das células fotorreceptoras da retina dos
vertebrados. Quando um féton atinge o segmento externo dos fotorreceptores,
0 11-cis-retinal € isomerizado para a forma all-trans causando as alteragfes
conformacionais na molécula da proteina, o que inicia a sinalizagédo. A partir de
entdo muitas moléculas intermediarias sdo formadas; entre elas, a
metarodopsina Il, que ativa a proteina trimérica G que libera sua subunidade o
chamada de transducina, ativando a cascata de sinalizacdo resumida da

seguinte forma:

Fétons — rodopsina — rodopsina ativada (metarodopsina Il) — uma
proteina ligadora de GTP (transducina) — uma enzima que hidroliza GMPc
(GMPc-fosfodiesterase) — fechamento de canais ibnicos ao se desligarem de
GMPc (HARGRAVE; MCDOWELL, 1992a, b).

Na auséncia de iluminagéo, correntes ionicas geradas principalmente
por ions Na' atravessam canais ibnicos na membrana do segmento externo
dos fotorreceptores que permanecem abertos nesta condigdo. Essas correntes
sdo chamadas de correntes-de-escuro, e despolarizam a membrana das
células fotorreceptoras. Sendo assim os fotorreceptores despolarizados liberam
neurotransmissores (glutamato) em seus terminais sinapticos em neurdnios de
segunda ordem. Sob estimulo luminoso as moléculas de rodopsina séo
isomerizadas para a forma ativa levando ao fechamento dos canais iGnicos que
interrompem o fluxo da corrente de escuro, causando uma hiperpolarizacao
dos fotorreceptores que entdo deixam de liberar neurotransmissores para 0s
neurénios de segunda ordem (STRYER, 1991).

A corrente-de-escuro € composta principalmente pelo influxo de Na*
(80%), porém fons Ca”*" (15%) e Mg* (5%) também estdo presentes. No
escuro, um trocador de sodio/célcio é responsavel pela remogéo do excesso de
sodio e de calcio. Sabe-se hoje que o célcio, mesmo ndo sendo responsavel
pela sinalizagdo ativada pela rodopsina, exerce uma funcdo de segunda ordem
muito importante para a transducdo do sinal luminoso, pois ele aumenta a

capacidade sinalizadora dos fotorreceptores, acelerando a recuperacéo apos a
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iluminacdo, e regula a sensibilidade dos fotorreceptores sob iluminacao
constante sendo entdo um importante mecanismo de adaptacdo luminosa
(YAU, 1994; KOUTALOS et al., 1995; KOUTALOS; YAU, 1996).

A fototransducédo rabdomérica apresenta semelhancas e diferencas
notaveis em relacé@o a ciliar, pois assim como na ciliar, a via de transdugéo é
iniciada pela isomerizacdo da opsina induzida por luz, e pela interagdo dessa
proteina com a proteina trimérica ligadora de GTP (proteina G). Porém nos
fotorreceptores rabdoméricos, ao invés da opsina se ligar & proteina G
transducina que ir4 ativar uma fosfodiesterase de GMPc, a opsina se liga a
uma proteina Gq que ativa a fosfolipase C (PLC), que entdo catalisa a
conversdo de fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) a inositol-1, 3,5-trifosfato
(IP3) e diacilglicerol (DAG). A producgdo de DAG, em insetos, leva a abertura de
canais idnicos TRP que ocasionam o influxo de Na* e de Ca®*. J& em Limulus,
o IP; libera calcio de compartimentos intracelulares, o qual, combinado a
calmodulina, ativa uma guanilato ciclase aumentando a concentracéo
intracelular de GMPc. O aumento de GMPc ocasiona a abertura de canais de
soédio dependentes de nucleotideos ciclicos, gerando a despolarizacdo da
membrana celular (MONTELL, 1999; ARENDT; WITTBRODT, 2001; ARENDT,
2003).

Fotorreceptor circadiano

A hipétese de que um fotopigmento até entdo desconhecido, e diferente
das opsinas visuais classicas, seria necessario para a captura de luz pelo
sistema circadiano de mamiferos, originou-se do fato de que camundongos rd
sofrendo de degeneragdo da retina, com a auséncia de bastonetes (e quase
total de cones) ainda apresentarem um efeito robusto de entrada de luz no
sistema circadiano, além de pessoas cegas continuarem com a capacidade de
sincronizar seus ritmos por ciclos de claro-escuro (FOSTER et al.,, 1991;
DAVID-GRAY et al., 1998; FREEDMAN et al.,, 1999; LUCAS et al., 1999;
BELLINGHAM; FOSTER, 2002).

Percebeu-se, entdo, que 0s mecanismos responsaveis pelo ajuste fotico

do sistema circadiano poderiam resultar de uma complexa, mas ainda n&o

12



esclarecida série de processos envolvendo diferentes pigmentos
fotorreceptores e relogios celulares (GUIDO et al., 2002). Dentre o grupo de
pigmentos fotoativos recém-descobertos, a melanopsina Opn4 provou exercer
esta fungéo de ajuste fotico do sistema circadiano de mamiferos (PANDA et al.,
2002, 2003; PEIRSON; FOSTER, 2006; FOSTER et al., 2007; HANKINS et al.,
2007).

A descoberta da melanopsina (Opn4) ocorreu a partir da pesquisa do
mecanismo de migracdo de granulos de pigmento, em resposta a iluminagéo,
em melandforos de Xenopus leavis (PROVENCIO et al., 1998). Como outras
opsinas, a melanopsina possui um residuo lisina no sétimo dominio
transmembranico, que é necesséario para a formacdo de uma base de Schiff
com o 11-cis-retinaldeido (EBREY; KOUTALOS, 2001; YEAGLE et al., 2001).
Porém a melanopsina assemelha-se muito as opsinas rabdoméricas, tanto que
segrega junto com essas opsinas em analise cladistica de sequéncias de
nucleotideos (PROVENCIO et al., 1998; BELLINGHAM; FOSTER, 2002). Essa
semelhanga estrutural a opsinas rabdomeéricas € bem demonstrada pelo
residuo aromatico tirosina, no sitio em que o retinaldeido forma a base de
Schiff, pois a maioria das opsinas ciliares emprega um residuo &cido neste
sitio, geralmente glutamina (EBREY; KOUTALOS, 2001).

A melanopsina é expressa na retina em todas as classes de vertebrados
examinadas até o momento, sendo encontrada desde peixes até mamiferos
(BELLINGHAM; FOSTER, 2002; BELLINGHAM et al., 2002; HANNIBAL;
FAHRENKRUG, 2002; HANNIBAL et al., 2004) além de protocordados como
anfioxos e ascidias (KOYANAGI et al., 2005; KUSAKABE; TSUDA, 2007).

Nos mamiferos, uma subpopulacdo de células da camada ganglionar da
retina de camundongos € imunopositiva para melanopsina, que esta presente
ndo s6 no corpo celular, mas também na &rvore dendritica e axbénios destes
neurbnios. De todas as células imunopositivas, 95% estdo localizadas na
camada ganglionar e suas projecdes dendriticas formam, nos camundongos, 2
plexos, um na camada plexiforme interna e outro na externa. Os outros 5% de
células imunopositivas estao distribuidos na camada amacrina da retina, mas
constituem células ganglionares deslocadas (PROVENCIO et al., 2002,
BERSON et al., 2009). O padrao de expressdo de melanopsina difere entre as

classes de vertebrados, no entanto sua presenca em células ganglionares da

13



retina é constante. Na retina de Gallus gallus, este padrdo de expresséo difere
do que é encontrado em mamiferos, pois um nimero muito pequeno de células
gue expressam melanopsina foi visto na camada das células ganglionares,
engquanto que um namero muito grande de células que expressam melanopsina
foi encontrado na camada nuclear interna, tanto por hibridizagdo in situ
(CHAURASIA et al., 2005) como por ensaio imunocitoquimico (LIMA et al.,
2006). Além disso, a expressdo de melanopsina na retina de Gallus gallus foi
constatada a partir do sétimo dia embrionario (TOMONARI et al., 2005; 2007).

O fato de a luz depender de fotorreceptores oculares para entrar no
sistema circadiano dos mamiferos (YAMAZAKI et al., 2002), e de que uma
pequena populacdo de células ganglionares contendo melanopsina, além do
polipeptidio ativador de adenilil ciclase da pituitaria (HANNIBAL et al., 1997,
2002) ser intrinsecamente fotossensivel (BERSON et al., 2002) sugeriu que a
melanopsina teria uma funcéo critica no sistema circadiano de mamiferos. De
fato, utilizando camundongos knock out para melanopsina e rdrd, Provencio e
colaboradores demonstraram que as células ganglionares fotossensiveis séo
essenciais para o ajuste do reldgio aos ciclos de claro-escuro, e também para
respostas foticas ndo visuais, como constricdo pupilar e supressado de
melatonina (PANDA et al., 2002; 2003). Em melandéforos de Xenopus leavis foi
demonstrado que a ativacdo da melanopsina induzida por luz € maxima em um
comprimento de onda de 470 nm, e que essa ativagao inicia uma cascata de
eventos que resulta na liberacdo de calcio e IP3;, e na ativacdo de PKCB. Em
Gltima instancia, leva ao aumento de Ca®" citossélico e aumento de GMPc
(ISOLDI et al., 2005). A literatura é controversa quanto a fonte de célcio. Para
aguns, célcio origina-se de compartimentos intracelulares (KUMBALASIRI et
al., 2007), para outros do meio externo através de canais TRP6 ou TRP7
(WARREN et al., 2006; SEKARAN et al., 2007). Em cultura de células
ganglionares de rato que expressam melanopsina, a resposta a luz é inibida
em 90% por tetrodotoxina, o que indicaria que a maior parte de Ca?* entra na
célula através de canais de Ca®" dependentes de voltagem (HARTWICK et al.,
2007).

Em 2006, Bellingham e colaboradores, intrigados com a baixa homologia
entre a melanopsina de mamiferos e a originalmente clonada de melanéforos

de Xenopus laevis, realizaram um estudo que culminou com a descoberta de
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um outro gene que codifica para uma nova melanopsina em vertebrados nao
mamiferos. Neste mesmo estudo, os autores relatam que a melanopsina
recém-descoberta apresenta uma maior homologia com a melanopsina de
mamiferos do que com a melanopsina de Xenopus leavis. Como os mamiferos
expressam apenas um tipo de melanopsina, essa nova melanopsina seria o
verdadeiro ortélogo da melanopsina de mamiferos. Em razdo dessas
observagdes, os autores criaram uma nova nomenclatura para melanopsinas
(Opn4). A melanopsina descoberta em Xenopus leavis passou a ser chamada
de Opn4x, e a nova melanopsina que € expressa nos vertebrados mamiferos e

ndo mamiferos passou a ser Opn4m (BELLINGHAM et al., 2006).

Ritmos Neuroquimicos

A melatonina é considerada um marcador retiniano por agir localmente
como um sinal noturno que regula aspectos especificos da fisiologia da retina
de forma circadiana (IUVONE et al., 1999). As flutuacdes dirias na produgéo
de melatonina pela glandula pineal e pela retina s&o observadas tanto in vivo
como em culturas de células, e refletem alteragbes na atividade da N-
acetiltransferase (NAT), enzima chave na sintese de melatonina (BERNARD et
al., 1997; IUVONE et al., 1997; BERNARD et al., 1999).

Os receptores de melatonina pertencem a familia de receptores
acoplados a proteina G (REPPERT, 1997) que, quando estimulados, levam a
inibicAo da enzima adenilil ciclase. Na retina de galinha, o RNAm dos
receptores MellA, MellB e MellC esta presente no segmento interno dos
fotorreceptores, na camada nuclear interna e na camada de células
ganglionares. MellA é expresso de forma ritmica tanto em regime de
fotoperiodo claro-escuro, como em escuro constante, e seu pico de expressao
ocorre ao meio dia e no meio dia subjetivo quando em escuro constante. Em
regime de fotoperiodo claro-escuro, Mel1lC também é ritmico, porém com uma
amplitude menor. Sua transcri¢cdo é alta durante o dia e baixa durante a noite.
Em escuro constante, os ritmos de MellC ficam 180° fora de fase,
apresentando um pequeno aumento durante a noite subjetiva. A expressao de
MellB € altamente variavel e arritmica (ADACHI et al., 2002; NATESAN,;
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CASSONE, 2002).

Na retina, a melatonina ativa a renovagdo dos discos membranosos dos
bastonetes de Xenopus e de ratos (BESHARSE; DUNIS, 1983; BESHARSE et
al., 1984; WHITE; FISHER, 1989), entretanto a melatonina ndo é essencial
para esse fendbmeno em camundongos (GRACE et al.,, 1999). A melatonina
também promove aumento no comprimento de cones no escuro na retina de
Xenopus (PIERCE; BESHARSE, 1985). Ela hiperpolariza e aumenta a resposta
das células horizontais a luz (WIECHMANN et al., 1988). Na camada interna da
retina de vertebrados mamiferos e ndo mamiferos, a melatoninia inibe a
liberagdo de dopamina (DUBOCOVICH, 1983; DUBOCOVICH; TAKAHASHI,
1987; BOATRIGHT et al., 1994; ADACHI et al, 1999) e acetilcolina
(MITCHELL; REDBURN, 1991). Em contraste, a melatonina aumenta a
liberacdo de glutamato (FAILLACE et al., 1996; IUVONE et al., 2005).

Em oposigcdo a melatonina, a dopamina retiniana é sintetizada e liberada
com picos diurnos nas diferentes espécies de vertebrados examinados
(BESHARSE; IUVONE, 1992; DJAMGOZ; WAGNER, 1992; NIR et al., 2000;
MANGEL, 2001). Na retina, a dopamina é produzida e liberada por células
amacrinas e interplexiformes (DOWLING; EHINGER, 1978; HEDDEN;
DOWLING, 1978) e inibe a sintese e liberacdo de melatonina pela ativagio de
receptores do tipo D2 (IUVONE; BESHARSE, 1986; CAHILL; BESHARSE,
1991; BESHARSE; IUVONE, 1992; ADACHI et al., 1998; 1999). Por outro lado,
a producdo de melatonina nos fotorreceptores inibe a liberacdo de dopamina
(DUBOCOVICH, 1983). Esses e outros estudos sugerem a dopamina e a
melatonina como potentes moduladores da fisiologia ritmica da retina (PIERCE;
BESHARSE, 1985; 1987; MANGLAPUS et al, 1999). A Iluz modula
positivamente a liberacdo de dopamina, assim como a atividade da enzima
chave na sua sintese, a tirosina hidroxilase (BESHARSE; IUVONE, 1992;
DJAMGOZ; WAGNER, 1992). As variacdes diarias no conteudo de dopamina
da retina (WIRZ-JUSTICE et al., 1984; McCORMACK; BURNSIDE, 1991; 1992;
1993) junto com o conhecimento da expressédo de Perl em células amacrinas
dopaminérgicas sugerem o controle do metabolismo de dopamina por um
relégio local (WIRZ-JUSTICE et al., 1984; McCORMACK; BURNSIDE, 1991,
1992; 1993; WITKOVSKY et al.,, 2003). Um estudo recente mostrou que 0s

ritmos de dopamina influenciam positivamente a expressdo génica da

16



melanopsina pela ativagéo de receptores D, em mamiferos (SAKAMOTO et al.,
2005).

A dopamina age através de cinco subtipos de receptores D1-D5
(GINGRICH; CARON, 1993; SEEMAN; VANTOL, 1994), todos eles
pertencentes a familia de receptores acoplados a proteina G. Estes receptores
por sua vez podem ser agrupados em duas subfamilias: receptores D1, que
incluem os receptores D1R e D5R, e receptores D2R, que incluem os
receptores D2R, D3Re D4R. Estes receptores estdo acoplados a diferentes
proteinas G sugerindo que eles ativam diversas cascatas de sinalizagdo, mas a
principal diferenca entre as duas subfamilias é que os receptores da familia D1,
guando ativados, levam a ativacdo da adenilil ciclase e aumento de AMPc,
enquanto que os receptores da familia D2 levam & inibi¢cdo da adenilil ciclase e
gueda de AMPc. Estudos imunocitoquimicos e autorradiograficos mostraram
que os receptores D5 s&8o expressos no epitélio retiniano pigmentar
(VERSAUX-BOTTERI et al., 1997) e que tanto cones como bastonetes
expressam receptores da familia D2 (MURESAN; BESHARSE, 1993), os quais
sdo do tipo D4 em camundongos. Células bipolares, horizontais, amacrinas e
ganglionares possuem receptores D1 (VERUKI; WASSLE, 1996; NGUYEN-
LEGROS et al., 1997; WITKOVISKY, 2004). Receptores dopaminérgicos ainda
ndo foram suficientemente caracterizados em outras espécies (WITKOVISKY,
2004).

Glutamato € considerado o mais importante neurotransmissor excitatorio
no sistema nervoso central (SNC), incluindo a retina (OZAWA et al., 1998). A
concentracdo desse neurotransmissor no SNC deve-se a neo-sintese local a
partir da glicose, pois esse neurotransmissor que também é um aminoé&cido
nao atravessa a barreira hemato-encefélica. A sintese do glutamato ocorre pela
trans-aminacdo do a-cetoglutarato do ciclo de Krebs, ou alternativamente pela
conversdo de glutamina, que é fornecida pelas células da glia, em glutamato
pela enzima glutaminase. Os receptores de glutamato (GluRs) sé&o separados
em duas classes principais: ionotropicos (iGIuRs) e metabotropicos (MGIURS)
(CONN; PIN, 1997).

Todos os IGIuRs sédo canais catibnicos nao seletivos e carregam o0s
nomes de seus agonistas: a-amino-3hydroxy-5methyl-4-iso-xazole-propionic
acid (AMPA), Kainate (KA) e N-methyl-D-aspartate (NMDA) (BLEAKMAN;
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LODGE, 1998). Os receptores do tipo ndo-NMDA (AMPA e KA) sao
permedveis ao Na* e ao K*, mas ndo ao Ca®', a ativacéo desses receptores
causa a despolarizacdo da membrana. Os receptores NMDA, além de serem
permeéaveis ao Na', sdo caracteristicos por apresentarem permeabilidade ao
Ca”*, e dependéncia de voltagem mediada pelo influxo de fons através destes
canais. Receptores NMDA quando ativados produzem alteragbes de longa
duracdo nos neurbnios pos-sinpticos (long lasting changes). Dezesseis
cDNAs para subunidades GluR foram identificadas por clonagem molecular
(DANI; MAYER, 1995). NMDAs séo formados por cinco dessas subunidades
(NR1, NR2A até NR2D), enquanto que receptores AMPA e KA sédo formados
por subunidades GluR1-GluR4 e GIuR5-GIuR7, respectivamente (CONN; PIN,
1997).

Os mGIuRs séo receptores acoplados a proteina G e, portanto, possuem
os tipicos sete dominios transmembranicos. Porém, ao contrario das outras
familias de receptores metabotrépicos, cujo sitio ligante situa-se nas porgoes
mais externas das algcas transmembanicas, o sitio para o glutamato fica no
grande dominio extracelular N-terminal (CONN; PIN, 1997). Foram
identificados oito diferentes mMGIuURs (MGIuUR1-mGIuR8), e eles estdo
subdivididos em trés grupos com base na homologia de suas sequéncias, e na
capacidade de ligar sistemas enzimaticos especificos. O grupo | de mGIluRs
(mGlurl e mGIuRb5) ativa uma fosfolipase C. O grupo Il (mGlur2 e mGIuR3) e o
grupo Il (mGluR4,6-8) ambos inibem a atividade da adenilil ciclase, reduzindo
a producdo de AMPc, porém esses grupos ativam diferentes subtipos de
proteina G (CONN; PIN, 1997).

O glutamato € o neurotransmissor dos neurdnios da via de sinalizagéo
vertical da retina. Todos os tipos de fotorreceptores, cones e bastonetes
utiizam o glutamato para transmitir oS sinais visuais para 0s neurfnios
subsequentes da via de transmissdo do sinal (MASSEY; MILLER, 1990). A
captacgao, a liberagdo e a acdo do glutamato e seus agonistas em neuronios de
segunda ordem em preparagfes de cortes de retina ou em células isoladas de
retina em cultura confirmaram que o glutamato é o neurotransmissor que age
na primeira sinapse da retina (LASATER, 1991). A acdo do glutamato em
neurbnios de segunda ordem ocorre por meio de dois mecanismos. O primeiro

€ a ativagdo do receptor metabotrépico mGIluR6, que utiliza GMPc numa
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cascata de sinalizagdo para ativacdo das células bipolares de centro ON,
enquanto o segundo tipo envolve pelo menos dois tipos de receptores
ionotrépicos AMPA e ions Na* para ativagdo das células bipolares de centro
OFF e células horizontais (SLAUGHTER; MILLER, 1981; 1983a, b, c; NAWY;
JAHR, 19904, b).

O glutamato também é considerado o neurotransmissor de todas as
células amacrinas e ganglionares na retina dos vertebrados (MARC et al.,
1995; KALLONIATIS et al., 1994).

A distribuicdo dos receptores (subunidade/subtipo) de glutamato na
retina de vertebrados é alvo de estudo de muitos laboratdrios, e em diferentes
animais. Além disso, foram desenvolvidas diferentes técnicas para o estudo da
funcgéo, localizagéo e da caracterizagédo desses receptores. Um resumo desses
2 e 3 retiradas do site

trabalhos €é apresentado nas tabelas 1,

www.webvision.med.utah.edu.

Tabela 1- Receptores de glutamato em neurdnios retinianos analisados por

eletrofisiologia

Glutamate
ON:bipal noi= . Slaughter : Miller,
retal’ |+ NMDA  |++aPs) receptor with  [mudpuppy o omer YT
cells NMDA mGIuR specie: *fefétences
cel type i‘eCGpIOi' ‘i'aI‘ISpOiTEi‘-iiKe Grant ; Dowling, 1995
receptor ++(APB)  |++ white perch 1096 ' ' |

pharmacology

Hirano ; MacLeish,

++(APB) salamander%-aiof - Werblin,

nhotorecentors ++ (cones) salamandef1093; Picaugt al |
++(L-AP4) salamander He9Gteyet al, 1993
we(ap-g) [T (rodS) palamandet i Werdge 1996
++(APB and

salamanderNawy ; Jahr, 1990

cGMP)

QFE-hinglar Slaughter ; Miller,

' =+ ++(APB and mudpuppy '

cells ( cat 4884\AP831 al, (1995,

cGMP)

4

++

horizontal cells |++

-+

++

++

cat Sasaki-Kaneko, 1996
white perch Zhouet al, 1993

ot Laiarar o200
rat cuieirétal; 1990

mudpuppy |Slaughter ; Miller, 1983

mudpuppy [Siaugitter; viiiier, 1983
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++ Yang ; Wu, 1991
salamande
O'Dell ; Christensen,
++ ++ catfish 1989; Eliasof ; Jahr,
1997
amacrine cells |++(All) rat Booset al, 1993
++ ++ mudpuppy |Slaughter ; Miller, 198
++ ++ rabbit Massey ; Miller, 1988
++ ++ rat Hartveit ; Veruki, 1997
++ (transient ; |++ (transient Dixon ; Copenhagen,
. salamande
sustained AC) AC) 1992
Diamond ;
. Copenhagen, 1993;
ganglion cells  |++ ++ salamander
Mittman et al, 1990;
Hensleyet al, 1993
++ ++ primates | Cohen ; Miller, 1994
++ ++ rat Aizenmanet al, 1988
++ ++ mudpuppy |Slaughter ; Miller, 198
++ ++ cat Cohenet al, 1994
. Massey ; Miller, 1988;
++ ++ rabbit
1990

Tabela 2 - Expresséo de receptores ionotropicos em neurdnios retinianos

analisados por imunocitoquimica e hibridizacao in situ

cell type non-NMDA receptor | NMDA receptor _

] . species | references
layer subunits subunits
photoreceptors GIuR6/7 (single cone outer segments) goldfish Penget al, 1995

GIuR1 (cone pedicles)

cat

Pourchoet al, 1997
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OPL GluR2, GIuR2/3, GIuR6/7 rat Penget al, 1995
NR2A (punctate) cat Hartveitet al, 1994
GluR2, GIuR2/3 (photoreceptors) goldfish Penget al, 1995
bipolar cells GIuR2 (Mb cells) goldfish Penget al, 1995
GIluR2, GluR2/3 rat Penget al, 1995
NR2D (RBC) rat Wenzelet al, 1997
GIuR2 and/or GluR4 NR1 (RBC) rat Hughes, 1997
GIluR2 (RBC) rat Hugheset al, 1992
horizontal cells GluR6/7 goldfish Penget al, 1995
GluR2/3 cat Pourcheet al, 1997
INL GluR2/3, GIluR6/7 rat Penget al, 1995
NR2A(inner) rat Hartveitet al, 1994
GIuR1, 2, 5 > GluR4 (outer third),
GIuR1, 2, 5 (middle third), GIluR1-5 rat Hugheset al 1992
(inner third)
Hamassaki-Brittet
GluR1-7 rat, cat
al., 1993
. NR1 (homogenous), NR2A-B
KA2 (homogenous), GIuR6 (inner), | . . . Brandstatteet al,
. . (inner third, patchy), NR2C (innefrat
GIuR7 (inner two thirds) . 1994
two-thirds)
IPL GluR1, GIuR2/3, GIuR6/7 rat Penget al, 1995

rat, cat, rabbit,

NR2A Hartveitet al, 1994
monkey
Brandstatteet al,
amacrine cells GIluR6 NR2A-C rat
1994
GIluR2/3 cat Pourchcet al, 1997
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GluR1, GluR2/3

rat

Penget al, 1995

ganglion cells

GluR1

rat

Penget al, 1995

GCL GIuR2/3, GIuR6/7 rat Penget al, 1995
GluR1-5 rat Hugheset al, 1992
Hamassaki-Brittet
GluR1-7 rat, cat
al., 1993
Brandstatteet al,
GIuR6-7, KA2 NR1, NR2A-C rat
1994
Muller cells GluR4 rat Penget al, 1995

Tabela 3 - Expresséo de receptores metabotrépicos em neurénios retinianos

analisados por imunocitoquimica e hibridizac¢ao in situ

retinal cell Group )
Group 1 Group Il species references
type or layer Il
mGluR1lalpha, mGIuR5a
OPL . rat Koulenet al, 1997
(RBC dendrites)
mGIuR6 (RBC dendrites) rat Nomuraet al, 1994
Duvoisin et al,
INL mGIuR8 mouse
1995
Nakajima et al,
mGIuR6 rat
1993
mGIluR5  (BC, HC),mGIuR2 mGIuR6 (RBC), mGIuR7 (BC), ]
rat Hartveitet al, 1995
mGIuR1 (AC) (AC) mGIuR4,7 (AC)
IPL mGluR1lalpha rat Penget al, 1995
mGIuR7 (CBC terminals; AC ¢ Brandstatteret al,
ral
dendrites; few GC dendrites) 1996
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mGluRlalpha, mGIuR5a
. rat Koulenet al, 1997
(AC dendrites)
amacrine cells mGluR1lalpha rat Penget al, 1995
mGluRlalpha mGIuR2/3 cat Pourcheet al, 1997
ganglion cells mGluR1lalpha rat Penget al, 1995
Duvoisin et al,
GCL mGIuR8 mouse
1995
mGluRlalpha mGIuR2/3 cat Pourcheet al, 1997
mGIuR1 mGIuR2 mGIuR4, 7 rat Hartveitet al, 1995
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OBJETIVO GERAL

Investigar a fisiologia circadiana da retina de aves.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os ciclos de expressédo de Clock, Per2, Opn4x, Opndm, NAT e TH em
cultura de células de retina de embrido de galinha em escuro constante, e em

condigdes ciclicas de iluminacao.

- Avaliar os ciclos de sintese de dopamina e melatonina, para identificar se
estes sdo governados por condi¢des ciclicas de iluminagéo, ou por mecanismo
de relégio molecular na retina.

- Avaliar os efeitos da administracdo de glutamato sobre a expresséo de Clock,
Per2, Opn4x, Opn4m, NAT e TH e sobre a sintese de dopamina e melatonina

na retina.
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MATERIAL E METODOS

Cultura de células de retina

Ovos embrionados de Gallus gallus foram mantidos em temperatura de
37° C, em atmosfera umidificada e sob regime fotoperiédico de 12 h de claro
(~450 lux) e 12 h de escuro, até o oitavo dia embrionario. As culturas foram
feitas de acordo com De Mello e colaboradores (1982), com algumas
modificagbes baseadas nos trabalhos de Paes-de-Carvalho (PAES-DE-
CARVALHO et al., 2003) e Hague (HAQUE et al., 2003). Passamos a utilizar 1
% de soro fetal bovino (Cultilab, Brasil) e um inibidor de transportador de
adenosina. Efetuamos a troca de meio a cada 72 h, sempre as 09:00 horas da
manha, horario que corresponde ao ZTO (Zeitgeber Time 0), hora em que se
inicia a fase clara tanto do periodo de incubac¢édo do ovo embrionado, como das
demais fases do projeto em que as culturas foram submetidas a condi¢des
ciclicas de iluminacdo. As retinas foram dissecadas em solucao fisiologica
tamponada com fosfato, sem célcio e magnésio (CMF). Apos adigdo de tripsina
(0,05 %), as preparacdes foram incubadas a 37° C por 15 min, ap6s 0s quais o
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 3 mL de meio
DMEM (Gibco, E.U.A) complementado com 1 % de estreptomicina e penicilina
(Gibco, E.U.A)), 1 % de soro fetal bovino, retinaldeido all-trans (Sigma, E.U.A.)
10® M e inibidor do transportador de adenosina S-(4-Nitrobenzil)-6-tioinosina
(NBTI, Sigma, E.U.A.) 5 uM, por retina obtida. O tecido foi entdo dissociado
mecanicamente por 15 a 20 aspiragfes sucessivas com pipeta de vidro de 5
mL. A suspensao foi diluida de modo a obter-se um numero de células
aproximado de 10’ em 6 mL do meio acima descrito, sendo entdo transferida
para garrafa de cultura de 25 cm? previamente submetida a tratamento com
poli-D-Lisina (Sigma, E.U.A.). As células foram mantidas em estufa a 40° C em
atmosfera umidificada com 5 % de CO, em escuro constante, ou em
fotoperiodo de 12 h de claro (~450 lux) por 12 h de escuro. A troca de meio foi
realizada a cada 72 h; no escuro foi utilizada luz vermelha de baixa intensidade

(~5 lux), proveniente de um iluminador Konex com lampada vermelha de 7 W e
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com filtro Safe-Light GBX-2 (Kodak, Brasil). As culturas foram utilizadas no
sexto dia de cultivo, para que houvesse uma adaptacdo as condi¢cdes de

iluminacao.

Protocolos de expressao de melanopsinas (  Opn4x e Opn4dm),
Clock, Per2, N-acetiltransferase e tirosina hidroxilase em

escuro constante

As garrafas contendo as células de retina foram mantidas em escuro
constante por 5 dias. No sexto dia de cultivo foi realizada a extragdo do RNA
total, ou do contetdo protéico total das culturas (duas garrafas a cada 3 h) ao

longo de 24 h. Cada experimento foi repetido duas a quatro vezes.

e ——

Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia 5 Dia

—

ﬂ ﬂ ﬂ

ZT0 (09:00) ZTO0 TROCA ZT0-7T21
CULTURA DE MEIO EXTRAGAO

Protocolos de expressao de melanopsinas (  Opn4x e Opn4m),
Clock, Per2, N-acetiltransferase e tirosina hidroxilase em ciclo

claro-escuro

As garrafas contendo as células de retina foram mantidas em regime de
12 h de claro e 12 h de escuro (12C:12E) por 5 dias. No sexto dia de cultivo foi
realizada a extracdo do RNA total, ou do contetdo protéico total das culturas
(duas garrafas a cada 3 h) ao longo de 24 h. Cada experimento foi repetido

duas a quatro vezes.
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Protocolos de expressao de melanopsinas (
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-

iab Dia

|

ZT0 - ZT21
EXTRACAO

Opn4x e Opn4dm),

Clock, Per2, N-acetiltransferase e tirosina hidroxilase em

células pré-incubadas em ciclo claro-escuro, seguid

escuro constante

o de

As garrafas contendo as células de retina foram mantidas em regime de
12 h de claro e 12 h de escuro (12C:12E) por 3 dias. No ZTO do quarto dia o

fotoperiodo foi desligado, e a extracdo do RNA total das culturas (duas garrafas

a cada 3 h) ao longo de 24 h teve inicio no ZTO do sexto dia. Cada experimento

foi repetido duas a trés vezes.

Dia0
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ZT0 (09:00)
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Dia 1

Dia 2
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e
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Protocolos de expressao de melanopsinas (  Opn4x e Opn4m),
Clock, Per2, N-acetiltransferase e tirosina hidroxilase sob o

efeito de glutamato

As garrafas contendo as células de retina foram mantidas em escuro
constante. No ZTO do quinto dia de cultivo, metade das células foi submetida a
uma troca de meio contendo glutamato (CALBIOCHEM, E.U.A.) 100 uM (grupo
tratado), e outra metade foi submetida a uma troca de meio sem glutamato
(grupo controle). Em seguida, no ZT12 do mesmo dia, os dois grupos
experimentais foram submetidos a nova troca de meio, ambos sem glutamato.

No ZTO do sexto dia de cultivo, 12 horas ap6s o fim do tratamento
(remocéo de glutamato), foi realizada a extracdo do RNA total, ou do contetido
protéico total das culturas (duas garrafas a cada 3 h) ao longo de 24 h. Cada

experimento foi repetido duas a trés vezes.
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Extracdo de RNA, RT-PCR ( reverse transcriptase-polimerase
chain reaction) e quantificacdo de RNAmM de melanopsinas
(Opn4x e Opndm), Clock, N-acetiltransferase e tirosina
hidroxilase por PCR quantitativo (tempo real)

O meio foi descartado, e adicionou-se 1 mL de Tri-Reagent-LS (Sigma,
E.U.A)) diretamente sobre as células. O lisado celular foi transferido para um
eppendorf e deixado em repouso por 5 min a temperatura ambiente. Ao lisado
celular foram adicionados 200 uL de bromo cloro propano (Sigma, E.U.A.) e,
apos centrifugagéo a 12.000 x g por 15 min a 4°C, separou-se a fase superior
qgue contém RNA. O RNA foi precipitado com a adicdo de 650 uL de
isopropanol (Sigma, E.U.A.), por 10 min & temperatura ambiente, e em seguida
centrifugado a 12.000 x g por 35 min a 4° C. O sobr enadante foi removido, o
RNA lavado com 1,3 mL de etanol 75 % (2X), evaporado a temperatura
ambiente e ressuspendido em 10 a 50 pL de &gua tratada com dietil-
pirocarbonato (H,O DEPC, Ambion Inc., E.U.A.). Para remoc¢édo de eventual
contaminagdo com DNA gendmico, o RNA foi tratado com DNase conforme
instrucbes do  fabricante  (turboDNA-free™,  Ambion Inc., E.U.A)).
Resumidamente, foi adicionado, a cada amostra, 10 % do volume de 10x
DNase | Buffer, 1 yL de DNAse |, seguindo-se incubacdo de 30 min, a 37° C.
Logo apés, foram acrescentados 3 pyL ou 10 % do volume do reagente de
inativagdo da DNase, seguindo-se por incubagdo de 2 min em temperatura
ambiente. Apos centrifugagdo (10.000 x g por 2 min), o sobrenadante contendo
0 RNA foi transferido para um novo eppendorf. A concentragdo de RNA foi
determinada pela leitura em espectrofotbmetro (GeneQuant, GE Healthcare
Lifesciences, E.U.A. ou Nanodrop, Nanondrop, E.U.A.) em OD260, sendo 1 g
utilizado para transcricao reversa, como descrito a seguir.

Em tubos de 0,2 mL, foram colocados 1 puL de primers randémicos (50
ng/ul, Invitrogen, E.U.A.), 1 ug de RNA, 1 uL dNTPs mix (10 mM, Invitrogen,
E.U.A.) em relagdo ao volume final de 13 pL,corrigido com H,O DEPC. Essa
mistura foi agitada e incubada a 65° C por 5 min. Os tubos foram entdo

colocados em gelo, e a cada um adicionados 4 pL de tamp&o de PCR 5X
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(Applied Biosystems, E.U.A.), 1 pL de DTT 0,1 M (Invitrogen), 1 uL de inibidor
de ribonuclease 40 U/ul e 1 yL da enzima Superscript Il (Invitrogen, E.U.A.),
para um volume de 20 pL. A mistura foi homogeneizada e, apds breve
centrifugagdo, incubada por 5 min a 25° C, e a seguir por 50 min a 50° C. A
reacdo foi finalizada por uma incubacdo a 70° C por 15 min. O cDNA
sintetizado foi utilizado nas reacdes subsequentes de PCR quantitativo.

Para os ensaios de PCR em tempo real, foram preparadas solugdes
contendo os primers (300 nM para os genes de interesse, 50 nM para RNA
18S), sondas (200 nM para os genes de interesse, 50 nM para 18S), Supermix
2X (100 mM de KCI, 40 mM de Tris-HCI, 1,6 mM de dNTPS, iTag DNA
polimerase 50 U/mL e 6 mM de MgCl,, BioRad Laboratories, E.U.A. ou
Invitrogen, E.U.A.) complementados (de acordo com PERSSON et al., 2005)
para aumentar as concentracgdes finais, respectivamente, para 6 mM de MgCly,
0,4 mM de dNTPS, 0,1 U/mL de Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen) e
H,O para volume final de 30 pL/pogo. Para cada amostra de cDNA foram feitas
triplicatas com 1 uL de cDNA por pogo. Nos experimentos utilizou-se como
normalizador o RNA ribossomico 18S, com primers desenhados em regido
altamente conservada. Dessa forma foi quantificada a expressao dos genes:
Clock, Per2 Opn4x e Opn4m N-acetiltransferase e Tirosina Hidroxilase (Tabela
1), com as seguintes deteccdes simultdneas de formacdo de produto de
amplificagdo de cada gene, uma vez que as sondas foram marcadas com
diferentes fluoréforos: Clock, Opn4dx, Opndm e 18S; N-acetiltransferase,
Tirosina Hidroxilase e 18S; Per2 e 18S. Todos os ensaios foram realizados em
um termociclador iCycler (BioRad Laboratories, E.U.A.), nas seguintes
condigGes: 1 ciclo a 95°C por 7min; 40 ciclos de 95°C por 30 s, seguidos por
55°C por 30 s.
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Tabela 4. Sequéncias dos primers e probes para Gallus gallus (desenhados
pelo programa Primer Express, Applied Biosystems e sintetizados pela IDT,
E.U.A)) utilizados nos ensaios de PCR quantitativo

Forward primer: 5-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3’

RNA 18S Backward primer: 5-GCTGGAATTACCGCGGCT-3

Sonda: 5-TexasRed-TGCTGGCACCAGACTTGCCCTC-BlackHole2-3’

Forward primer: 5-ATTATTCCACTTCCATGACAAAAAGA-3’

Opn4x | Backward primer: 5-CAGCTTCGAGGAACTCTGTAGATG -3’

Sonda: 5'-/56-FAM/CAATCTGCTGGATTTGGAAGG GCTTAG C/3BHQ_1/-3'
Forward primer: 5-TTAGAACAGCCATTGCAACATATG-3’

Opndm  Backward primer: 5-ATAACTGCTAAAGGATCGTGACTC-3’

Sonda: 5'-/5Cy5/ACCCTGCCTTGGATTCCTGCTGAG/3BHQ_2/3’

Forward primer: 5-AACCGCAACAGTTCCTACAGA -3’

Backward primer: 5-GGAAAGCAGCAGAGAGGATAA-3’

Sonda: 5-/SHEX/ATCCAGCTTACTTCAGGGGAATCAG/3BHQ_2/3’

Clock

Forward primer: 5- AGCAAATGCAGAAACTACAACCA-3

Per2 Backward primer: 5'- CAACAGTCTTTGGCAGTCCACCTT-3’

Sonda: 5’-/56-FAM/AGCTTATTGAAGTTCATCCATGGATCCAGC/3BHQ_1/-3
Forward primer: 5-CGAGATCGAGAGGGAAGC-3’

NAT Backward primer: 5-GGATCTCATCCAGGTGCAGC -3

Sonda: 5-/5Cy5/TCATCTCCGTCTCCGGTGACTGCC /3BHQ_2/-3’

Forward primer: 5- GACATTTGAAGCTAAAATCCACCA-3

TH Backward primer: 5-CCAGTTCAGCAGTCCCTTCAC -3

Sonda: 5-/5SHEX/ITTGGAGACAAGACTCAGCCGA AAG CC/3BHQ_1/-3

A andlise dos dados foi feita pela comparacdo entre os valores de
fluorescéncia nos diferentes ciclos, obtidos nas por¢bes de crescimento
geométrico das curvas passando-se uma reta limiar que cruza essas porgoes.
Sabendo-se o numero de ciclos por onde passa a reta limiar (Cy), foi
encontrado o ACy que é a diferengca entre os valores médios do gene de
interesse e do RNA 18S. A seguir, foram subtraidos os valores médios dos
pocos de menor expressdo no escuro constante dos valores médios
encontrados para 0S pogos ou, Nos experimentos com glutamato, os valores
médios de menor expressdo dos pogos provenientes de células ndo tratadas
foram subtraidos dos valores encontrados nos pogos contendo cDNA de

células tratadas com glutamato, obtendo-se o AACt. Esse valor foi colocado
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como exponencial negativo na base 2 (2*4°T), obtendo-se assim o nimero de
vezes que 0 gene estava expresso nos varios ZTs, em relacdo ao ZT de menor
expressdo no escuro, ou ao ZT de menor expressdo nas células ndo tratadas

(controle).

Determinacéo da presenca da proteina melanopsina OP  N4x por
ensaio imunocitoquimico

Anticorpos anti-melanopsina OPN4x de galinha imunopurificados (Mell e
Mel 2, Bethyl Laboratories, E.U.A., gentiimente cedidos por Dr. Artesan
Natejan) foram desenvolvidos em coelhos inoculados com 20 e 16
aminoacidos, respectivamente de uma sequéncia intramembranica
(SSSLRQKRDLLPDSYSCSEE) e da sequéncia C-terminal
(LSSSTEFLEAVEKFLS) da melanopsina OPN4x de Gallus gallus, conjugadas
com a proteina keyhole limpet hemocianina.

As células de retina foram semeadas em laminas imediatamente apds o
procedimento de obtencdo das culturas e, apds um periodo de seis dias em
estufa a 40° C em atmosfera umidificada com 5 % de CO, sob 14 h de claro
(~450 lux) por 10 h de escuro, foram processadas como descrito a seguir. As
09:00h (ZT0) da manha do sexto dia de cultivo, as células foram fixadas em 4
% de paraformaldeido em PBS, a 4° C durante 1 h. Apés lavagem em PBS (10
min, 3x), sitios ndo especificos foram bloqueados com 3 % de soro de jumento
(Sigma, E.U.A.) em PBS durante 30 min. Apos lavagens em PBS (10 min, 3x),
as laminas foram incubadas por 1 h a temperatura ambiente com o anticorpo
primario Mel2 na concentragéo 1:2000. Apos lavagens em PBS (10 min, 3x), as
células foram incubadas com anticorpo secundario anti-coelho, conjugado a
Cy3 (feito em jumento, Jackson Laboratories, E.U.A.) na diluicdo 1:500 em
tampao de incubagdo, durante 1 h, protegidas de luz, a temperatura ambiente.
Em seguida, as laminas foram novamente lavadas em PBS (10 min, 3x),
montadas em meio aquoso Vectashield contendo DAPI (Vector Laboratories,
E.U.A), cobertas com laminulas e seladas com esmalte transparente. O
tampdo de incubacdo utilizado para diluicho dos anticorpos primario e

secundario contém 1 % de albumina de soro bovino, 0,25 % de carragenina
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lambda e 0,3 % de Triton-X-100 (Sigma, E.U.A.). As imagens foram obtidas em
fotomicroscopio de fluorescéncia Zeiss Axiophot, digitalizadas e coloridas

utilizando-se Adobe Photoshop.

Western Blot

Apés a lise celular com 500 pyL de tampédo de RIPA (Radio Immuno
Precipitation Assay buffer; 150 mM de cloreto de sddio, 1 % de Triton X-100,
0,5 % de deoxicolato de soédio, 0,1 % de SDS, 50 mM de Tris-HCI, todos
Sigma, E.U.A.), contendo inibidor de protease (Roche, E.U.A.), a solugdo foi
centrifugada a 14.000 x g por 5 min a 4° C. O sobrenadante foi removido para
um eppendorf e a concentracdo de proteinas foi determinada através do kit
BCA (bicinchoninic acid method) (Pierce, E.U.A.), de acordo com o protocolo
do fabricante. As solucées contendo 60 g de proteina, 10 pyL de NUPAGE®
LDS Sample Buffer 4x (Invitrogen, E.U.A.), 1,6 uL de NuPAGE® Sample
Reducing Agent 10x (Invitrogen, E.U.A.) foram completadas com agua para 40
uL. A proteina foi desnaturada por aquecimento a 95° C por 3 min. A camara
interna da cuba de eletroforese foi preenchida com 200 mL de tampéo de
corrida 1x (NUPAGE® SDS MOPS Running Buffer, 20x, Invitrogen, E.U.A)),
contendo 500 pL de NuPAGE® Antioxidant (Invitrogen, E.U.A.). A camara
externa da cuba foi preenchida com 600 mL de tampdo de corrida 1x
(NUPAGE® SDS MOPS Running Buffer, 20x, Invitrogen, E.U.A.). 10 uL do
marcador de peso molecular (Novex® Sharp Protein Standard, Invitrogen,
E.U.A.) e 40 pL de solucdo de proteina foram aplicados por pogco em gel
NuPAGE® 10 % Bis-Tris Gel (1,5 mm, 10 pogos, Invitrogen, E.U.A). A
eletroforese foi realizada a 200 V (inicio com 100 a 125 mA) por 30 min.

ApoOs a eletroforese, foi realizada transferéncia a seco para membranas
de Nitrocelulose (iBlot GelTransfer Stacks Nitrocelulose, Invitrogen, E.U.A.) em
iBlot Dry Blotting System (Invitrogen, E.U.A.). O gel foi removido do cassete e
posicionado entre um papel de filtro e a membrana e o sanduiche foi
posicionado no aparelho. A transferéncia foi realizada a 20 V por 7 min
(Programa 3).

Os passos descritos a seguir foram realizados utilizando-se o kit de
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deteccdo cromogénico WesternBreeze® Chromogenic  Kit—Anti-Rabbit
(Invitrogen, E.U.A.). A membrana foi lavada 2x em 20 mL de &gua por 5 min,
sob agitacdo. Os sitios de ligacao inespecifica foram bloqueados por 1 h em 10
mL da solucdo de bloqueio (2 mL de Blocker/Diluent part A + 3 mL
Blocker/Diluent part B + 5 mL de 4gua MilliQ), sob agitacdo. A membrana foi
lavada 2x em 20 mL de agua por 5 min, sob agitacdo. A solucdo de anticorpos
primarios foi preparada com 2 mL de Blocker/Diluent part A + 1 mL
Blocker/Diluent part B + 7 mL de &gua MilliQ + anticorpo contra B-ACTINA
(2:2000, Abcam, E.U.A. ou Cell Signaling, E.U.A.) + anticorpo contra N-
ACETILTRANSFERASE (1:500, Lifespan Biosciences, E.U.A.) + anticorpo
contra OPN4x (Mel 2, 1:500), ou com 2 mL de Blocker/Diluent part A + 1 mL
Blocker/Diluent part B + 7 mL de &gua MilliQ + anticorpo contra B-ACTINA
(1:1000 Abcam, E.U.A. ou Cell Signaling, E.U.A.) + anticorpo contra CLOCK
(1:2000, Lifespan Biosciences, E.U.A.) + anticorpo contra TIROSINA
HIDROXILASE (1:500, Lifespan Biosciences, E.U.A.) A membrana foi incubada
overnight na solugdo de anticorpos primarios, a 4° C, sob agitacao.

A membrana foi entdo lavada 4x em 20 mL da solucéo de lavagem (10
mL de Antibody Wash Solution 16x + 150 mL de agua MilliQ) por 5 min, sob
agitacdo e 3x em 20 mL de &gua por 2 min, sob agitacdo. A membrana foi, a
seguir, incubada em 10 mL da solu¢éo de anticorpo secundério por 60 min, sob
agitagao, lavada 4x em 20 mL da solugcéo de lavagem por 5 min, sob agitagéo e
3x em 20 mL de agua por 2 min, sob agitagdo. A membrana foi incubada em 10
mL do substrato cromogénico até o aparecimento das bandas roxas
(aproximadamente 60 min, sob agitacéo) e depois lavada 3x em 20 mL de 4gua
por 2 min. Apos secagem sobre superficie plastica, a membrana foi escaneada
e a imagem digitalizada foi analisada através do programa Scion Image (Scion
Corporation, E.U.A.).
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Viabilidade celular

As células foram otidas e tratadas ou ndo conforme o protocolo de
tratamento com glutamato. No ZTO do sexto e sétimo dia de cultivo, as células
foram lavadas com tampéo fosfato (PBS), e soltas do frasco de cultivo com
auxilio de 1 mL de TrypLExpress (Gibco, U.S.A). ApOs coleta das células em
tubo de centrifuga, foi adicionado meio de cultura para inativar a agédo da
TrypLExpress; em seguida elas foram lavadas novamente com PBS,
centrifugadas, e o pellet celular foi ressuspendido em 500 yL de PBS. Foram
adicionados 50 pL de solugdo de iodeto de propidio (IP, Sigma, E.U.A.) (20 ug
por mL em PBS) e as células foram analisadas em citbmetro de fluxo
(FACSCalibur, E.U.A.). O IP é um composto fluorescente altamente soltvel em
agua que ndo é capaz de atravessar membranas intactas, detectando assim as
células com perda de integridade de membrana. O IP liga-se ao DNA
intercalando-se entre as bases. A fluorescéncia foi detectada no canal FL2
(fluorescéncia laranja-avermelhada — 585/42 nm). Dez mil eventos foram
adquiridos por amostra em histogramas. Os histogramas foram analisados

através do programa Cell Quest.

Fragmentacdo de DNA

A anélise da fragmentacéo de DNA foi realizada por citometria de fluxo
de acordo com o método descrito por Nicolletti e colaboradores (1991). As
células foram tratadas e coletadas conforme descrito no item acima. O
precipitado de células foi ressuspendido em 200 pL de uma solucao hipotonica
contendo iodeto de propidio (20 pg/mL, Sigma, E.U.A.), citrato de sédio (0,1 %,
Sigma, E.U.A.) e Triton X-100 (0,1 %, Sigma, E.U.A.). Os tubos foram cobertos
com papel aluminio e incubados por 2 h a 4° C. A fluorescéncia foi detectada e

analisada através da curva de incorporagdo de Pl ao nucleo.
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Analise estatistica

Para determinar os niveis de significancia das possiveis diferencas, os
dados foram comparados por andlise de variancia (ANOVA ONE-WAY para
resultados em escuro constante ou 12 h claro por 12 h escuro, ou TWO-WAY
para 0s restantes), seguida ou ndo por teste de Tukey ou Bonferroni,
respectivamente. A diferenca foi considerada significativa quando p<0,05. Os
graficos apresentam os valores de expressdo de cada gene ao longo de 24 h
calculados em porcentagem em relagdo ao menor valor na condi¢cdo de escuro
constante, ou ao controle sem glutamato.

Além da andlise por ANOVA, analisamos a ritmicidade pelo software
COSANA (BENEDITO-SILVA, 2003), modificagdo do método COSINOR, que
utiliza uma estimativa ndo linear dos minimos quadrados (NELSON et al.,
1979; CORNELISSEN et al., 1980). Para todos os dados experimentais foi
ajustada uma fungdo cosseno: yi = M + Acos((360/T) ti + @) +ei. 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 razéo
de proximidade foi utilizado como comparacédo para uma hipotese de amplitude
0 (uma reta). O ajuste periédico foi considerado significativo quando o teste de
proximidade p foi menor que 0,05.

Para os experimentos de viabilidade celular e fragmentagéo de DNA foi

utilizado teste t ndo pareado.
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RESULTADOS

Caracteristicas da cultura

Nossos resultados mostram que, no sexto dia de cultivo, é possivel
observar nas culturas os corpos celulares e também projecbes axonais ou
dendriticas estabelecendo provavelmente conexdes sinapticas entre as células
da retina (Fig. 1A e 1B). A presenca de ceélulas com caracteristicas de
fotorreceptores também foi constatada em nossas culturas, mas em quantidade
muito pequena em relagcdo aos demais tipos celulares multipolares. As
caracteristicas das células fotorreceptoras incluem a identificacdo de goticulas

lipidicas no segmento interno, e corpo celular polarizado (HAQUE et al., 2003).

Figura 1. Cultura de retina no sexto dia de cultivo. Fotos obtidas em microscopio invertido,

digitalizadas pelo programa Image Pr6-Plus. (A) As setas pretas indicam células com
caracteristicas de células fotorreceptoras, como corpo celular polarizado e goticulas lipidicas
(setas brancas). Aumento 200x. (B) As setas pretas indicam células com caracteristicas de
células fotorreceptoras, como corpo celular polarizado e goticulas lipidicas (setas brancas).
Aumento 320x
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Expresséo génica

Clock

Como o gene Clock é um componente do mecanismo molecular
circadiano enddgeno de vertebrados que oscila ritmicamente em relégios
periféricos, nossa hipotese era que a expressdo desse gene apresentaria
oscilagbes circadianas mesmo que as culturas fossem mantidas em escuro
constante. Quando as culturas foram mantidas nessa condi¢éo, a producéao do
RNA mensageiro (RNAm) deste gene apresentou o menor valor no ZT12, e
atingiu um pico méximo no ZT21, ndo apresentando variagdo nos outros ZTs
analisados (Fig. 2). Nao foi possivel identificar um padréo de expressédo

circadiano, nem visualmente, nem pela analise por COSANA (p=0,559).
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Figura 2. Expressédo de Clock em culturas de células de retina de embrides de galinha mantidas
em escuro constante. Cada barra representa os valores de transcricdo (% média, + EPM) do

gene Clock normalizados pelo RNA 18S e expressos em relagdo ao menor valor, ZT12, que

38



corresponde a 100 %. (a) indica que p < 0,05 em relagdo a (b) (n=6-8 culturas primarias).

Em regime 12C:12E, a produgédo do RNAm do gene Clock, apresentou o
menor valor no ZT3, que corresponde a fase clara, e se manteve constante até
gue, no ZT15 que corresponde a fase escura, aumentou cerca de cinco vezes.
Um aumento de 3 a 4 vezes perdurou até o final da analise, e é possivel notar
gue essa taxa foi mantida até que a luz se acendesse no ZTO (Fig. 3).

Nessa condicdo € possivel identificar um padréo de expresséo

circadiano, tanto visualmente, como pela analise ritmica (p=0,049, Fig. 6).
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Figura 3. Expressédo de Clock em culturas de células de retina de embrides de galinha mantidas
em fotoperiodo 12C:12E. Cada barra representa os valores de transcricdo (% média, + EPM)
do gene Clock normalizados pelo RNA 18S e expressos em relagdo ao menor valor em escuro
constante, que corresponde a 100 %. (a) indica que p < 0,05 em relagéo a (b) (n=6-8 culturas

primarias).
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Quando as células foram mantidas em fotoperiodo 12C:12E por trés
dias, e em seguida em escuro constante por mais trés dias, a producdo do
RNAmM de Clock teve seu menor valor no ZT12, mesmo ZT onde a producao
deste RNAm foi minima quando as células foram mantidas em escuro
constante. Porém, ao contrario do que aconteceu em escuro constante, o maior
valor de expressdo foi atingido no ZT3, o que corresponde a fase clara
subjetiva, em relacao ao fotoperiodo em que as células foram pré-incubadas
(Fig. 4). Nao foi possivel identificar um padrdo de expresséo circadiano, nem

visualmente, nem pela analise ritmica (p=0,171).
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Figura 4. Expresséao de Clock em culturas de células de retina de embrides de galinha mantidas
em fotoperiodo 12C:12E por trés dias seguidos de mais trés dias em escuro constante. Cada
barra representa os valores de transcricdo (% média, + EPM) do gene Clock normalizados pelo
RNA 18S e expressos em relacdo ao menor valor em escuro constante, que corresponde a 100
%. (n=3-4 culturas primarias). (a) indica que p < 0,05 em relagcdo a (b) (n=3-4 culturas
primarias).
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A seguir, as células foram mantidas em escuro constante, e tratadas ou
ndo com 100 uM de glutamato por 12 h a partir do ZTO do quinto dia in vitro
tendo os dois grupos (tratado e controle) o meio de cultivo trocado no ZT0, e no
ZT12. Nessas condicdes, a expressdao do gene Clock no grupo controle
apresentou o menor valor de expressdo no ZT3, e atingiu 0 méximo no ZT21. O
grupo tratado apresentou o menor valor no ZT15, e atingiu o valor maximo no
ZTO0. E possivel notar que o tratamento estimulou a producgéo deste RNAmM no
ZTO e no ZT3 e que, a partir do ZT12, o tratamento inibiu a produgdo em
relacdo ao grupo controle (Fig. 5). N&o foi possivel identificar um padrdo de
expressdo circadiano visualmente em ambos os grupos (Fig.6), contudo a
andlise ritmica indicou a presenca de um padrdo de expressao circadiano no

grupo tratado (p=0,04) e auséncia de ritmo para o grupo controle (p=0,168).
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Figura 5. Expresséo de Clock em culturas de células de retina de embrides de galinha mantidas
em escuro constante, e tratadas com 100 yM de glutamato por 12 h no quinto dia. Cada barra
representa os valores de transcri¢cdo (% média, + EPM) do gene Clock normalizados pelo RNA
18S e expressos em relacdo ao menor valor do grupo controle, ZT0, que corresponde a 100 %.
(a) indica que p < 0,05 em relacdo a (b). (*) indica que p <0,05, em relacdo ao respectivo
controle. (n=3-4 culturas primarias).
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Nos protocolos experimentais onde foi constatada variagdo na producao
do RNAm do gene Clock entre os horéarios analisados por ANOVA ONE WAY,
a analise ritmica também foi aplicada, e embora tenha havido variacédo
significativa entre os grupos de ZTs no protocolo de escuro constante, a analise
por COSANA néo indicou a presencga de um padrdo de expresséo circadiano
pois p=0,559 . Ja no protocolo 12C:12E, a andlise ritmica evidenciou um
padrdo de expresséao circadiano (p=0,049), com acrofase no ZT18,4, amplitude
de 162,13 e mesor de 267,51 (Fig. 6). No protocolo de 3 dias C:E, 3 dias EE,
ndo foi possivel evidenciar um padréo de expresséo circadiano (p=0,171). J&
no protocolo experimental onde as células foram tratadas ou ndo com
glutamato, ndo foi encontrado um padréo circadiano para o grupo controle
(p=0,168). Embora o poés-teste de Tukey ndo tenha indicado diferenca
significativa entre os diferentes ZTs do grupo tratado, a analise ANOVA foi
significativa (p<0,05), sendo assim, este grupo foi submetido & analise por
COSANA, evidenciando um padrao de expressao circadiano, pois p=0,04 com
acrofase no ZT2,38, amplitude igual a 43,04 e mesor igual a 124,20. Estes

valores séo inferiores aos encontrados para o protocolo 12C:12E (Fig. 6).
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Figura 6. Curva ajustada pelo software COSANA para os valores de expressao de Clock em
fotoperiodo 12C:12E, e em escuro constante tratadas com 100 uM de glutamato. (-)
Representa a curva ajustada para os valores em 12C:12E. (-) Representa a curva ajustada

para os valores do grupo tratado com 100 uM de glutamato. (¢) Representa a acrofase em
12C:12E. () Representa a acrofase do grupo tratado com 100 puM de glutamato. (M)

Representa o mesor em 12C:12E. (M) Representa o mesor do grupo tratado com 100 pM de
glutamato (A) Representa a amplitude em 12C:12E (A) Representa a amplitude do grupo

tratado com 100 pM de glutamato. O ZT24 corresponde ao ZTO representado novamente para

uma melhor visualizacdo da analise ritmica.

43



Per2

7

Assim como Clock, Per2 também é um componente do mecanismo
molecular circadiano endégeno de vertebrados, portanto era esperado que a
expressdo desse gene apresentasse oscilagdes circadianas, com fase diferente
da de Clock, mesmo que as culturas fossem mantidas em escuro constante.
Quando as culturas foram mantidas nessa condi¢do, a produgdo do RNAm
deste gene apresentou o menor valor no ZT3, um pico no ZT 15, atingindo um
pico maximo no ZT21. N&o houve variacdo significativa nos outros ZTs
analisados (Fig. 7). Néo foi possivel identificar um padrdo circadiano de

expressao, nem visualmente, nem pela analise ritmica (p=0,549).
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Figura 7. Expressao de Per2 em culturas de células de retina de embrides de galinha mantidas
em escuro constante. Cada barra representa os valores de transcricdo (% média, + EPM) do
gene Per2 normalizados pelo RNA 18S e expressos em relacdo ao menor valor, ZT3, que
corresponde a 100 %. (a) indica que p < 0,05 em relacdo a (b), e (c) indica que p < 0,05 em
relacé@o a (d) (n=6-8 culturas priméarias).
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Em regime 12C:12E, a producdo do RNAm de Per2 apresentou o menor
valor no ZT6, que corresponde a fase clara e se manteve constante, até que no
ZT15, que corresponde a fase escura, aumentou cerca de 7 vezes. Os valores
comegaram a cair novamente nos ZTs seguintes, e € possivel notar que esse
valor foi reduzido drasticamente apos o acender da luz (Fig. 8). Nessa condi¢éo
€ possivel identificar um padrdo de expressao circadiano visualmente, porém a

andlise ritmica ndo confirma essa tendéncia (p=0,1).
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Figura 8. Expressao de Per2 em culturas de células de retina de embrides de galinha mantidas
em fotoperiodo 12C:12E. Cada barra representa os valores de transcricdo (% média, + EPM)
do gene Per2 normalizados pelo RNA 18S e expressos em relagdo ao menor valor de escuro
constante, que corresponde a 100 %. (a) indica que p < 0,05 em relacédo a (b) (n=6-8 culturas

primarias).
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Quando as células foram mantidas em fotoperiodo 12C:12E por trés
dias, e em seguida em escuro constante por mais trés dias, a producdo do
RNAmM de Per2 teve seu menor valor aparente no ZT6, diferente do ZT onde a
producdo deste RNAm foi minima quando as células foram mantidas em
escuro constante. Porém, ao contrario do que aconteceu em escuro constante,
ndo foi encontrada diferenca significativa entre os ZTs, nem na fase clara
subjetiva, relativa ao fotoperiodo em que as células foram pré-incubadas, nem
na escura subjetiva (Fig. 9). Por néo ter sido encontrada diferenga entre os

ZTs, ndo foi realizada a andlise por COSANA.
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Figura 9. Expressao de Per2 em culturas de células de retina de embrides de galinha mantidas
em fotoperiodo 12C:12E por trés dias, seguidos de mais trés dias em escuro constante. Cada
barra representa os valores de transcricao (% média, + EPM) do gene Per2 normalizados pelo
RNA 18S e expressos em relacdo ao menor valor em escuro constante, que corresponde a 100

% (n=3-4 culturas priméarias).
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Nas células mantidas em escuro constante, e tratadas ou ndo com 100
MM de glutamato por 12 h, a expressdo do gene Per2 ndo apresentou
diferencas, nem entre os ZTs de cada grupo, nem entre 0s grupos, e houve
uma dréastica reducdo na amplitude de expressdo, em relacdo aos demais
protocolos experimentais (Fig. 10). Sendo assim, nao foi realizada a analise por
COSANA.
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Figura 10. Expressdo de Per2 em culturas de células de retina de embrides de galinha
mantidas em escuro constante, e tratadas com 100uM de glutamato por 12 horas no quinto dia.
Cada barra representa os valores de transcri¢céo (% média, + SE) do gene Clock normalizados
pelo RNA 18S e expressos em relacdo ao menor valor do grupo controle, ZT9, que

corresponde a 100 % (n=3-4 culturas primarias).
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Opn4x

Em condicbes de escuro constante, a expressdo da melanopsina
ortdloga de Xenopus leavis, Opn4x, ndo apresentou diferencas estatisticas
significativas entre o menor valor aparente, ZT6, e os demais horérios

analisados (Fig. 11).
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Figura 11. Expressdo de Opn4x em culturas de células de retina de embrides de galinha
mantidas em escuro constante. Cada barra representa os valores de transcricdo (% média, +
EPM) do gene Opn4x normalizados pelo RNA 18S e expressos em relagdo ao menor valor,

ZT6, em escuro constante, que corresponde a 100% (n=6-8 culturas primarias).
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Em regime 12C:12E, a producdo do RNAmM de Opn4x apresentou um
valor elevado no ZTO, decrescendo para 0 menor valor no ZT3, que
corresponde a fase clara. Os valores mantiveram-se constantes até que, no
ZT15, que corresponde a fase escura, aumentaram cerca de trés vezes,
voltando a cair nos ZTs seguintes (Fig. 12). N&o foi possivel identificar um
padrdo de expressdo circadiano nem visualmente, nem pela analise ritmica
(p=0,518).
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Figura 12. Expressdo de Opn4x em culturas de células de retina de embrides de galinha
mantidas em fotoperiodo 12C:12E. Cada barra representa os valores de transcri¢cdo (% média,
+ EPM) do gene Opn4x normalizados pelo RNA 18S e expressos em relacdo ao menor valor
de escuro constante, que corresponde a 100%. (a) indica que p < 0,05 em relacado a (b) (n=6-8
culturas primarias).
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Quando as células foram mantidas em fotoperiodo 12C:12E por trés
dias, e em seguida em escuro constante por mais trés dias, a producdo do
RNAmM de Opn4x teve seu menor valor no ZT12, diferente do ZT onde a
producdo deste RNAm foi minima quando as células foram mantidas em
escuro constante. Porém, ao contrario do que aconteceu em escuro constante,
foi possivel identificar um pico de expressédo no ZT3, 0 que corresponde a fase
clara subjetiva, relativamente ao fotoperiodo em que as células foram pré-
incubadas (Fig. 13). Nao foi possivel identificar um padrdo de expressao

circadiano, nem visualmente, nem pela andlise ritmica (p=0,737).
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Figura 13. Expressdo de Opn4x em fotoperiodo 12C:12E por trés dias, seguidos de mais trés
dias em escuro constante. Cada barra representa os valores de transcri¢cdo (% média, + SE) do
gene Opn4xnormalizados pelo RNA 18S e expressos em relagcdo ao menor valor em escuro
constante, que corresponde a 100%. (a) indica que p < 0,05 em relagéo a (b) (n=3-4 culturas

primarias).
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Quando as células foram mantidas em escuro constante, e tratadas ou
ndo com 100 uM de glutamato por 12 h, a expressdo do gene Opn4dx nao
apresentou diferencas entre os ZTs de cada grupo. Entretanto, nota-se que o
tratamento com glutamato reduziu a producdo deste RNAm no ZT21 (Fig. 14).
No grupo controle é possivel identificar visualmente uma variagédo circadiana,
embora ndo se tenha realizado a analise ritmica devido a falta de diferencas

significativas entre os ZTs.
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Figura 14. Expressdo de Opn4x em culturas de células de retina de embrides de galinha
mantidas em escuro constante, tratadas ou ndo com 100 uyM de glutamato por 12 horas no
quinto dia. Cada barra representa os valores de transcricdo (% média, + EPM) do gene Clock
normalizados pelo RNA 18S e expressos em relagdo ao menor valor do grupo controle, ZT9,
que corresponde a 100%. (*) indica que p <0,05, em relacdo ao respectivo grupo controle.
(n=3-4 culturas primarias).
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Opn4m

Quando as culturas foram mantidas em escuro constante, a producéo do
RNAmM de Opn4m apresentou um valor inicial elevado no ZTO, cerca de dez
vezes maior que o menor valor ZT9, e ndo apresentou diferengas nos ZTs
seqguintes (Fig. 15). O perfil de expressao apresentado pelas células sugere
visualmente a existéncia de um padrédo de expressao circadiano, e a andlise
ritmica embora ndo seja significativa, apresenta um valor de p muito préximo

de ser significativo (p=0,059).
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Figura 15. Expressdo de Opn4m em culturas de células de retina de embribes de galinha
mantidas em escuro constante. Cada barra representa os valores de transcricdo (% média, +
EPM) do gene Opn4m normalizados pelo RNA 18S e expressos em relacdo ao menor valor,
ZT12, que corresponde a 100%. (a) indica que p < 0,05 em relacdo a (b) (n=3-4 culturas

primarias).
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Em regime 12C:12E, a producdo do RNAm de Opn4m apresentou o
menor valor no ZT3, que corresponde a fase clara e se manteve constante, até
gue no ZT15, que corresponde a fase escura, aumentou cerca de cinco vezes.
Este aumento perdurou até o final da andlise, e é possivel notar que essa taxa
foi mantida até que a luz se acendesse no ZTO (Fig. 16). Nessa condicdo é
possivel identificar um padrdo de expressao circadiano, tanto visualmente

como pela andlise ritmica (p=0,035).
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Figura 16. Expressdo de Opn4m em culturas de células de retina de embrides de galinha
mantidas em fotoperiodo 12C:12E. Cada barra representa os valores de transcri¢cdo (% média,
+ SE) do gene Opn4m normalizados pelo RNA 18S e expressos em relacdo ao menor valor de
escuro constante, que corresponde a 100 %. (a) indica que p < 0,05 em relacdo a (b) (n=6-8

culturas primarias).
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Quando as células foram mantidas em fotoperiodo 12C:12E por trés
dias, e em seguida em escuro constante por mais trés dias, a producdo do
RNAmM de Opn4m teve seu menor valor aparente no ZT6, diferente do ZT onde
a producdo deste RNAm foi minima quando as células foram mantidas em
escuro constante. Porém, ao contrario do que aconteceu em escuro constante,
ndo foi encontrada diferenga significativa entre os ZTs. Nem na fase clara
subjetiva, em relagcdo ao fotoperiodo em que as células foram pré-incubadas,
nem na escura subjetiva (Fig. 17). Por n&o ter sido encontrada diferenca entre
0s ZTs, néo foi realizada a anélise por COSANA.
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Figura 17. Expressédo de Opn4m em fotoperiodo 12C:12E por trés dias, seguidos de mais trés
dias em escuro constante. Cada barra representa os valores de transcricdo (% média, + EPM)
do gene Opn4dm normalizados pelo RNA 18S e expressos em relagdo ao menor valor em

escuro constante, considerado como 100 %. (n=3-4 culturas primarias).
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Quando as células foram mantidas em escuro constante, e tratadas ou
ndo com 100 pM de glutamato por 12 h a expressdo do gene Opndm
apresentou diferengas, entre ZTs no grupo controle, mas ndo no grupo tratado.
Entretanto, nota-se que o tratamento com glutamato reduziu a producéo deste
RNAmM nos ZTs 18 e 21 (Fig. 18). Embora visualmente identifique-se uma

variacdo circadiana no grupo controle, ndo foi possivel confirma-la pela anélise

ritmica.
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Figura 18. Expressdo de Opn4m em culturas de células de retina de embries de galinha
mantidas em escuro constante, e tratadas com 100uM de glutamato por 12 horas no quinto dia.
Cada barra representa os valores de transcricdo (% média, + EPM) do gene opn4m
normalizados pelo RNA 18S e expressos em relacdo ao menor valor do grupo controle, ZTO,
que corresponde a 100 %. (a) indica que p < 0,05 em relacdo a (b). (*) indica que p <0,05, em

relacdo ao respectivo controle (n=3-4 culturas primarias).
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Nos protocolos experimentais onde foi constatada variagdo na producao
do RNAmM de Opn4dm entre os horarios analisados por ANOVA ONE WAY, a
analise por COSANA também foi aplicada. Embora tenha havido variacdo entre
ZTs no protocolo de escuro constante, a andlise ritmica ndo indicou a presenca
de um padrédo de expressdo circadiano, pois p=0,059. Ja no protocolo
12C:12E, a analise ritmica evidenciou um padrdo de expressdo circadiano
(p=0,035), com acrofase no ZT19,11, amplitude de 221,57 e mesor de 321,58
(Fig. 19). J& no protocolo experimental onde as células foram tratadas ou nédo
com glutamato, ndo foi encontrado um padrédo circadiano para o grupo controle
(p=0,104), e como n&o houve variagdo entre os ZTs no grupo tratado, néao foi
aplicada a analise por COSANA.
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Figura 19. Curva ajustada pelo software COSANA para os valores de expressdo de Opn4m em
fotoperiodo 12C:12E. (-) Representa a curva ajustada para os valores em 12C:12E. (o)
Representa a acrofase em 12C:12E. (M) Representa o mesor em 12C:12E. (A) Representa a
amplitude em 12C:12E. O ZT24 corresponde ao ZTO representado novamente para uma

melhor visualizacdo da analise ritmica.
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N-acetiltransferase

Quando as culturas foram mantidas em escuro constante, a producéo do
RNAm de N-acetiltransferase apresentou um valor elevado no ZTO em
comparagao aos demais ZTs. O menor valor foi encontrado no ZT18 (Fig. 20).
N&do foi possivel identificar um padrdo de expressdo circadiano, nem
visualmente, nem pela analise ritmica (p=0,191).
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Figura 20. Expressédo de N-acetiltransferase em culturas de células de retina de embri6es de
galinha mantidas em escuro constante. Cada barra representa os valores de transcricdo (%
média, + EPM) do gene N-acetiltransferase normalizados pelo RNA 18S e expressos em
relacdo ao menor valor, ZT18, considerado como 100 %. (a) indica que p < 0,05 em relagéo a
(b) (n=6-8 culturas priméarias).
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Em regime 12C:12E, a producdo do RNAm de N-acetiltransferase
apresentou 0 menor valor no ZT12, que corresponde ao inicio da fase escura,
aumentou cerca de duas vezes nos ZTs seguintes da fase escura, e atingiu seu
valor maximo no inicio da fase clara, até que no ZT6, voltou a decrescer (Fig.
21). Embora haja uma aparente variacdo circadiana, a analise por COSANA
nao confirmou o ritmo, pois p=0,083.
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Figura 21. Expressdo de N-acetiltransferase em culturas de células de retina de embriGes de
galinha mantidas em fotoperiodo 12C:12E. Cada barra representa os valores de transcri¢cao (%
média, + EPM) do gene N-acetiltransferase normalizados pelo RNA 18S e expressos em
relacdo ao menor valor em escuro constante, considerado como 100 %. (a) indica que p < 0,05
em relagdo a (b) (n=6-8 culturas priméarias).
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Quando as células foram mantidas em fotoperiodo 12C:12E por trés
dias, e em seguida em escuro constante por mais trés dias, a producdo do
RNAmM da N-acetiltransferase teve seu menor valor aparente no ZT15, diferente
do ZT onde a producdo deste RNAm foi minima quando as células foram
mantidas em escuro constante. Porém, ao contrario do que aconteceu em
escuro constante, ndo foi encontrada diferenca significativa entre os ZTs. Nem
na fase clara subjetiva, relativamente ao fotoperiodo em que as células foram
pré-incubadas, nem na escura subjetiva (Fig. 22). Embora visualmente os
resultados sugiram uma expressdo ritmica, ndo foi aplicada a analise por

COSANA, por nao terem sido encontradas diferengas entre os ZTs.
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Figura 22. Expressédo de N-acetiltransferase em fotoperiodo 12C:12E por trés dias, seguidos de
mais trés dias em escuro constante. Cada barra representa os valores de transcri¢cdo (% média,
+ EPM) do gene N-acetiltransferase normalizados pelo RNA 18S e expressos em relagdo ao
menor valor em escuro constante, que corresponde a 100 % (n=3-4 culturas primarias).
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Quando as células foram mantidas em escuro constante, e tratadas ou
ndo com 100 uM de glutamato por 12 h, a expressdo do gene N-
acetiltransferase ndo apresentou diferencas entre ZTs no grupo controle, nem
no grupo tratado (Fig. 23). Sendo assim nao aplicamos a analise por COSANA
nem para o grupo tratado, nem para o grupo controle. O tratamento com

glutamato também nao alterou significativamente os niveis de RNAm.
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Figura 23. Expressdo de N-acetiltransferase em culturas de células de retina de embriGes de
galinha mantidas em escuro constante, e tratadas com 100uM de glutamato por 12 horas no
quinto dia. Cada barra representa os valores de transcricdo (% média, + EPM) do gene N-
acetiltransferase normalizados pelo RNA 18S e expressos em relagdo ao menor valor do grupo
controle, ZT6, que corresponde a 100 % (n=3-4 culturas primarias).
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Tirosina Hidroxilase

Quando as culturas foram mantidas em escuro constante, a producéo do
RNAm de Tirosina Hidroxilase ndo apresentou variacao entre os ZTs (Fig. 24).
Sendo assim, nao foi possivel identificar um padrdo de expresséo circadiano,

visualmente, nem aplicamos a analise ritmica.

Tirosina Hidroxilase
Escuro Constante

®
o
?

o
o
@

400+

200+

RNAmM
(menor valor obtido como 100%)

o
1

0 3 6 9 12 15 18 21
|

ZT (horas)

Figura 24. Expressao de Tirosina Hidroxilase em culturas de células de retina de embrides de
galinha mantidas em escuro constante. Cada barra representa os valores de transcricdo (%
média, + EPM) do gene Tirosina Hidroxilase normalizados pelo RNA 18S e expressos em

relacdo ao menor valor, ZT12, que corresponde a 100 % (n=6-8 culturas primarias).
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Em regime 12C:12E, a producdo do RNAm de Tirosina Hidroxilase
apresentou um valor elevado de expresséao no ZTO (quando a luz acendeu) em
relacdo aos demais ZTs, e comecgou a cair drasticamente nos ZTs seguintes,
até atingir o menor valor no ZT12, que corresponde ao inicio fase escura,
aumentando cerca de cinco vezes nos ZTs seguintes da fase escura (Fig. 25).
Foi possivel identificar um padrdo de expresséo circadiano visualmente, e a

analise por COSANA confirmou a existéncia de ritmo, pois p=0,045.
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Figura 25. Expressao de Tirosina Hidroxilase em culturas de células de retina de embrides de
galinha mantidas em fotoperiodo 12C:12E. Cada barra representa os valores de transcricao (%
média, + EPM) do gene Tirosina Hidroxilase normalizados pelo RNA 18S e expressos em
relacdo ao menor valor em escuro constante, ZT12, que corresponde a 100 %. (a) indica que p

< 0,05 em relagédo a (b), e (c) indica que p < 0,05 em relacéo a (d) (n=6-8 culturas primarias).
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Quando as células foram mantidas em fotoperiodo 12C:12E por trés
dias, e em seguida em escuro constante por mais trés dias, a producdo do
RNAm de Tirosina Hidroxilase teve seu menor valor no ZT15, diferente do ZT
onde a producdo deste RNAm foi aparentemente minima quando as ceélulas
foram mantidas em escuro constante. Porém, ao contrario do que aconteceu
em escuro constante, foi possivel identificar um pico de expressao no ZT3, o
gue corresponde a fase clara subjetiva, relativamente ao fotoperiodo em que as
células foram pré-incubadas (Fig. 26). Nao foi possivel identificar um padréo de

expressédo circadiano, nem visualmente, nem pela andlise ritmica (p=0,356).
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Figura 26. Expressao de Tirosina Hidroxilase em fotoperiodo 12C:12E por trés dias, seguidos
de mais trés dias em escuro constante. Cada barra representa os valores de transcricdo (%
média, + EPM) do gene Tirosina Hidroxilase normalizados pelo RNA 18S e expressos em
relacdo ao menor valor em escuro constante, ZT15, que corresponde a 100 %. (a) indica que p

< 0,05 em relagédo a (b) (n=3-4 culturas primarias).
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Quando as células foram mantidas em escuro constante, e tratadas ou
ndo com 100 uM de glutamato por 12 h, a expressdo do gene Tirosina
Hidroxilase ndo apresentou diferencas entre ZTs no grupo controle, nem no
grupo tratado, porém € possivel notar que o tratamento com glutamato reduziu
significativamente a producdo deste RNAm do ZT6 ao ZT21 (Fig. 27). N&o foi
possivel identificar padrdo de expressao circadiano nem para o grupo tratado,

nem para o grupo controle.
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Figura 27. Expressao de Tirosina Hidroxilase em culturas de células de retina de embrides de
galinha mantidas em escuro constante, e tratadas com 100 uyM de glutamato por 12 h no quinto
dia. Cada barra representa os valores de transcricdo (% média, + EPM) do gene Tirosina
Hidroxilase normalizados pelo RNA 18S e expressos em relagdo ao menor valor do grupo
controle, ZT3, que corresponde a 100 %. (*) indica que p <0,05, em relacdo ao respectivo

controle. (n=3-4 culturas primarias).

64



Nos protocolos experimentais onde foi constatada variagdo na producao
do RNAmM do gene Tirosina Hidroxilase entre os horarios analisados por
ANOVA ONE WAY, a andlise por COSANA também foi aplicada. No protocolo
12C:12E, a andlise ritmica evidenciou um padrédo de expresséao circadiano com
p=0,045, acrofase no ZT 21,48, amplitude de 210,37 e mesor de 363,34 (Fig.
28). No protocolo de 3 dias C:E, 3 dias EE, néo foi possivel evidenciar um
padrdo de expressdo circadiano, pois p=0,356. J& no protocolo experimental
onde as células foram tratadas ou ndo com glutamato, ndo houve variagdo
entre os ZTs nos dois grupos, sendo assim, ndo foi aplicada a andlise por
COSANA.
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Figura 28. Curva ajustada pelo software COSANA para os valores de expressao de Tirosina
Hidroxilase em fotoperiodo 12C:12E. (-) Representa a curva ajustada para os valores em
12C:12E. (9) Representa a acrofase em 12C:12E. (M) Representa o mesor em 12C:12E. (A)

Representa a amplitude em 12C:12E. O ZT24 corresponde ao ZTO0 representado novamente

para uma melhor visualizagdo da andlise ritmica.
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Um resumo dos resultados de quantificacdo de RNA mensageiro,

obtidos para os diversos genes, esta apresentado na Tabela 5. Podemos

resumidamente notar que ciclo claro-escuro e glutamato foram capazes de

sincronizar a expressao de Clock, conferindo-lhe um ritmo significativo. O ciclo

claro-escuro sincronizou Per2 (analise visual), Opn4m (significativamente),

NAT (andlise visual) e TH (significativamente). Glutamato inibiu a expresséo de

Opn4x e Opn4dm, e mais drasticamente de TH, mas ndo apresentou efeito

algum sobre o RNAmM de Per2 e NAT.

Tabela 5. Ritmicidade ou arritmicidade do conteido de RNAmM nos diferentes

protocolos
ESCURO 3d12C:12E TRATADO

RNAmM 12C:12E CONTROLE
CONSTANTE +3dEE GLUTAMATO

Clock Arritmico, Ritmico Arritmico, Arritmico, Ritmico
com variagao com variacdo | com variagéo

Per2 Arritmico, Arritmico Arritmico, Arritmico, Arritmico,
com variacéo | (ritmo sem variacdo | sem variacdo | sem variacao,

aparente) sem efeito

Opn4x Arritmico, Arritmico, | Arritmico, Arritmico Arritmico,
sem variagdo | com com variagéo | (ritmo inibic&do

variacao aparente)

Opn4dm Arritmico Ritmico Arritmico, Arritmico Arritmico,
(ritmo sem variagdo | (ritmo Inibicdo
aparente) aparente)

N-acetil- Arritmico, Arritmico Arritmico, Arritmico, Arritmico,

transferase | com variacdo | (ritmo sem variagdo | sem variacdo | sem variacao,

aparente) sem efeito

Tirosina Arritmico, Ritmico Arritmico, Arritmico, Arritmico,

hidroxilase | sem variacao sem variagdo | sem variagéo | sem variagao,

forte inibicdo
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Expresséao protéica

Ensaio Imunocitoquimico

A presenca de células imunopositivas ao anticorpo anti-OPN4x mel 2 foi
confirmada em culturas de retina no sexto dia de cultivo (Figs. 29A e 29B). Nas
imagens com filtro para DAPI, nas quais o nucleo de todas as células aparece
marcado, é possivel notar a presencga de células imuno-negativas ao anticorpo
anti-OPN4x.

Figura 29A. Células de cultura de retina de Gallus gallus imunopositivas ao anticorpo anti-

melanopsina na concentra¢éo 1:2000. Aum. 400x

Figura 29B. Células de cultura de retina de Gallus gallus imunopositivas ao anticorpo anti-

melanopsina na concentracdo 1:2000 com filtro para DAPI. Aum. 400x.
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Western Blot

CLOCK

Quando as culturas foram mantidas em escuro constante, a
concentracdo da proteina CLOCK néo apresentou variagdo entre ZTs (Fig. 30).
N&o foi possivel identificar um padréo de expressao circadiano visualmente, e a
analise ritmica nao foi aplicada.
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Figura 30. Expressdo de CLOCK em culturas de células de retina de embrides de galinha
mantidas em escuro constante. Cada barra representa a quantidade da proteina (% média, +
EPM) normalizada pela quantidade de B-ACTINA em 40 pg de proteina total, expressa em
relagcdo ao menor valor, que corresponde a 100 % (n=3 culturas primarias).
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Em regime 12C:12E, a concentracdo da proteina CLOCK apresentou o
maior valor aparente no ZT21, que corresponde a fase escura, e de acordo
com a analise estatistica, ndo houve variagédo entre os ZTs (Fig. 31).
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Figura 31. Expressdo de CLOCK em culturas de células de retina de embrides de galinha
mantidas em fotoperiodo 12C:12E. Cada barra representa a quantidade da proteina (% média,
+ EPM) normalizada pela quantidade de B-ACTINA em 40ug de proteina total, expressa em
relacdo ao menor valor em escuro constante, que corresponde a 100 % (n=3 culturas
primarias).
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Quando as células foram mantidas em escuro constante, e tratadas ou
ndo com 100 uyM de glutamato por 12 h, a concentragdo da proteina CLOCK no
grupo controle apresentou o menor valor de expressdao no ZT0, e atingiu o
maximo no ZT18. O grupo tratado também apresentou 0 menor valor no ZTO,
porém este atingiu o valor maximo no ZT21. E possivel notar que o tratamento
inibiu significativamente a producdo da proteina nos ZTs 0, 9 e 18 em relacdo
ao grupo controle (Fig. 32). Embora seja possivel identificar visualmente um
padrdo de expresséo circadiano, o ritmo néo foi confirmado pela andlise por

COSANA para o grupo controle, p=0,168 ou para o grupo tratado, p =0,658.
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Figura 32. Expressdo de CLOCK em culturas de células de retina de embrides de galinha
mantidas em escuro constante, e tratadas com 100uM de glutamato por 12 horas no quinto dia.
Cada barra representa a quantidade da proteina (% média, + EPM) normalizada pela
quantidade de B-ACTINA em 40ug de proteina total, expressa em relagdo ao menor valor do
grupo controle, que corresponde a 100 %. (a) indica que p < 0,05 em relacdo a (b), (c) indica
que p < 0,05 em relacdo a (d), (e) indica que p < 0,05 em relacdo a (f), (g) indica que p < 0,05
em relacdo a (h), (*) indica que p <0,05, em relacdo ao respectivo controle (n=3 culturas
primarias).
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OPN4x

Embora seja visivel uma variagdo na concentracdo da proteina OPN4x
qguando as culturas foram mantidas em escuro constante, ndo foi possivel fazer

uma analise estatistica, pois 0 n amostral aqui apresentado é de apenas 2 (Fig.
33).
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Figura 33. Expressédo de OPN4X em culturas de células de retina de embrides de galinha
mantidas em escuro constante. Cada barra representa a quantidade da proteina (% média, +
EPM) normalizada pela quantidade de B-ACTINA em 40ug de proteina total, expressa em
relacdo ao menor valor, que corresponde a 100 % (n=2 culturas primarias).
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Em regime 12C:12E, a concentragdo da proteina OPN4x, apresentou o
maior valor aparente no ZT21, que corresponde a fase escura mas, de acordo
com a analise estatistica, ndo houve variagédo entre os ZTs (Fig. 34).
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Figura 34. Expressédo de OPN4X em culturas de células de retina de embrides de galinha
mantidas em fotoperiodo 12C:12E. Cada barra representa a quantidade da proteina (% média,
+ EPM) normalizada pela quantidade de B-ACTINA em 40ug de proteina total, expressa em
relacdo ao menor valor em escuro constante, que corresponde a 100 % (n=3 culturas
primarias).
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Quando as células foram mantidas em escuro constante, e tratadas ou
ndo com 100 uM de glutamato por 12 h, a concentracdo da proteina OPN4x no
grupo controle apresentou o menor valor de expressdao no ZT3, e atingiu o
maximo no ZT0. O grupo tratado apresentou o menor valor no ZTO, e este
atingiu o valor maximo logo em seguida no ZT3. O tratamento inibiu
significativamente a producéo da proteina nos ZTs 0 e 18 em relagdo ao grupo
controle (Fig. 35). Nao foi possivel identificar um padrdo de expressédo
circadiano visualmente para o grupo controle ou para o grupo tratado. A andlise
por COSANA confirmou a auséncia de ritmicidade para as células tratadas com

glutamato, pois p =0,992.
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Figura 35. Expressdo de OPN4x em culturas de células de retina de embrifes de galinha
mantidas em escuro constante, e tratadas com 100 yM de glutamato por 12 h no quinto dia.
Cada barra representa a quantidade da proteina (% média, + EPM) normalizada pela
guantidade de B-ACTINA em 40ug de proteina total, expressa em relagdo ao menor valor do
grupo controle, que corresponde a 100 %. (a) indica que p < 0,05 em relacéo a (b). (*) indica

qgue p <0,05, em relagdo ao respectivo controle (n=3 culturas primarias).
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TIROSINA HIDROXILASE

Embora seja visivel uma variacdo na concentragdo da proteina
TIROSINA HIDROXILASE quando as culturas foram mantidas em escuro
constante, ndo foi possivel aplicar-se estatistica, pois 0 n amostral aqui
apresentado é de apenas 2 (Fig. 36).
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Figura 36. Expressdo de TIROSINA HIDROXILASE em culturas de células de retina de
embrifes de galinha mantidas em escuro constante. Cada barra representa a quantidade da
proteina (% média, + EPM) normalizada pela quantidade de B-ACTINA em 40ug de proteina

total, expressa em relagdo ao menor valor, que corresponde a 100 % (n=2 culturas primarias).
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Em regime 12C:12E, a concentracdo da proteina TIROSINA
HIDROXILASE apresentou o maior valor aparente no ZT15, que corresponde a
fase escura mas, de acordo com a andlise estatistica, ndo houve variagéo entre
os ZTs (Fig. 37).
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Figura 37. Expressao de TIROSINA HIDROXILASE em culturas de células de retina de
embrifes de galinha mantidas em fotoperiodo 12C:12E. Cada barra representa a quantidade
da proteina (% média, + EPM) normalizada pela quantidade de B-ACTINA em 40ug de proteina
total, expressa em relagdo ao menor valor em escuro constante, que corresponde a 100 % (n=3

culturas primarias).
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Quando as células foram mantidas em escuro constante, e tratadas ou
ndo com 100 yM de glutamato por 12 h, a concentragéo da proteina TIROSINA
HIDROXILASE no grupo controle apresentou o menor valor aparente de
expressao no ZT3, e atingiu o maximo no ZT0. O grupo tratado apresentou o
menor valor aparente no ZT15, e atingiu o valor maximo no ZT3. De acordo
com a analise estatistica, ndo houve variagdo entre os ZTs (Fig. 38). Sendo
assim, ndo aplicamos anélise ritmica para os grupos. Estatisticamente também
ndo houve diferengas na expressao da proteina entre as células controle e as

tratadas com glutamato.
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Figura 38. Expressao de TIROSINA HIDROXILASE em culturas de células de retina de
embrifes de galinha mantidas em escuro constante, e tratadas com 100uM de glutamato por
12 horas no quinto dia. Cada barra representa a quantidade da proteina (% média, + EPM)
normalizada pela quantidade de B-ACTINA em 40ug de proteina total, expressa em relagdo ao

menor valor do grupo controle, que corresponde a 100 % (n=3 culturas primarias).
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OPN4m

Os Unicos anticorpos anti-melanopsina de Gallus gallus descritos na
literatura sdo os anticorpos feitos por Arjun Natesan, gentilmente cedidos para
nosso laboratério. Estes anticorpos foram fabricados contra a OPN4x, antes da
descoberta da OPN4m. Comparando-se as sequéncias dessas duas proteinas,
verificamos que a sequéncia intermembranica contra a qual o anticorpo Mel 1
foi feito, assim como a sequéncia C-terminal para a qual o anticorpo Mel 2 foi
feito, sdo totalmente diferentes (Fig. 39). Dessa forma, temos absoluta certeza
de que, tanto a analise imunocitoquimica, como a por Western Blot, detectaram
exclusivamente OPN4x. Na falta de anticorpos contra OPN4m disponiveis, foi-

nos impossivel realizar estudos sobre essa proteina neste trabalho.
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Figura 39. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas OPN4x (NP_98995.6) e
OPN4m (AAX7325.5). ([0 ) Sequéncia de aminoé&cidos utilizada como epitopo para a
fabricacdo do anticorpo anti-melanopsina Mel 1. (L ) Sequéncia de aminoacidos utilizada

como epitopo para fabricagcdo do anticorpo anti-melanopsina Mel 2.
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PER2

A analise da expressdo de Per2 foi incluida recentemente, apds a
apresentacdo de nossos resultados na 10" Gordon Research Conference on
PINEAL Cell Biology- Mechanisms of Circadian rhythmicity and Melatonin

Action, seguindo a sugestdo do Dr. Hashidul Haque, do grupo do Dr. Mike
luvone. Assim sendo, devido ao curto tempo, ndo foi possivel realizar os

ensaios de andlise protéica com esse gene.

N-ACETILTRANSFERASE

Na padronizacdo dos ensaios de Western Blot, utilizando proteina
extraida no ZTO de retinas de pintos recém-eclodidos mantidos por sete dias
em fotoperiodo 12C:12E, a identificacdo de uma banda correspondendo ao
peso molecular da N-ACETILTRANSFERASE foi quase imperceptivel. Em
nenhum de nossos experimentos com culturas de células embrionarias foi
possivel identificar a presenca de tal banda. Esses resultados podem ser
devidos tanto a auséncia de expressdo da proteina nessa fase embrionéria,

como a baixa eficiéncia do anticorpo.

Um resumo dos resultados de andlise protéica, obtidos para CLOCK,
OPN4x e TH, esti apresentado na Tabela 6. A grande variabilidade inter-
ensaios nos resultados de quantificagdo protéica sugere uma menor precisdo

para esse método, quando comparado a PCR quantitativo.
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Tabela 6. Ritmicidade ou arritmicidade do contetdo protéico nos diferentes

protocolos
. ESCURO TRATADO
PROTEINA 12C:12E CONTROLE
CONSTANTE GLUTAMATO
Arritmico )
_ ] Arritmico
CLOCK Arritmico (ritmo Arritmico _
(ritmo aparente)
aparente)
Arritmico Arritmico )
o _ _ Arritmico,
OPN4x Arritmico (ritmo (ritmo o
inibicdo
aparente) aparente)
Arritmico, )
TIROSINA _ ) ) Arritmico,
(ritmo Arritmico Arritmico _
HIDROXILASE (ritmo aparente)
aparente)

Viabilidade celular e fragmentacdo de DNA

Embora o nUmero amostral seja pequeno (n=3), é possivel notar que 12
horas ap6s o término do tratamento com 100 uM de glutamato houve uma
singela reducdo na viabilidade das células em cultura (Figs. 40, 41 e 42). A
reducdo na viabilidade celular apresentada ndo teve relagdo com a
fragmentacdo de DNA nessas condicdes, pois as células controle
apresentaram maior fragmentacéo do que as células tratadas (Figs. 43 e 44).

Trinta e seis horas apdés o término do tratamento, a viabilidade das
células no grupo controle foi significativamente menor que no grupo tratado
(Figs. 45 e 46). Nessas condi¢des, ndo houve diferenca na fragmentacdo do
DNA (Figs. 47 e 48).
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Figura 40. Analise por citometria de
fluxo de células de retina de embries
de galinha na auséncia de glutamato.
As células foram obtidas no ZTO do
sexto dia, 12 h ap6és o término do
tratamento. Os pontos plotados nos
gréficos da esquerda representam
tamanho relativo (FSC) das células e
granulosidade (SSC). Os histogramas a
intensidade de
FL-2 emitida
As células com a

direita mostram a
fluorescéncia no canal
pelas células.
membrana integra encontram-se em
M1.
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Figura 42. Andlise por citometria de
fluxo de nulcleos de células de retina
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Figura 43. Células de retina de embrides de galinha na presenca e na auséncia de 100 uM de

glutamato por 12 h. As células foram obtidas no ZTO do sexto dia, 12 h apés o término do

tratamento. Os valores estao representados em porcentagem média do total (+ EPM).
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Figura 44. Células de retina de embrides de galinha na presenca e na auséncia de 100 uM de

glutamato por 12 h. As células foram obtidas no ZTO do sexto dia, 12 h apés o término do

tratamento. Os valores estao representados em porcentagem média do total (+ EPM).
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Figura 46. Andlise por citometria de
fluxo de nucleos de células de retina
de embrides de galinha na presenca
controle 001-003) e
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Figura 47. Células de retina de embrides de galinha na presenca e na auséncia de 100 uM de

glutamato por 12 h. As células foram obtidas no ZTO do sétimo dia, 36 h apés o término do

tratamento. Os valores estdo representados em porcentagem média do total (+ EPM).
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Figura 48. Células de retina de embrides de galinha na presenca e na auséncia de 100 uM de

glutamato por 12 h. As células foram obtidas no ZTO do sétimo dia, 36 h apds o término do

tratamento. Os valores estdo representados em porcentagem média do total (+ EPM).
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DISCUSSAO

Muitos processos ritmicos observados na retina de galinha fornecem
evidéncias para tratar esta estrutura como um sistema circadiano. Dentre esses
processos, foram escolhidos para serem analisados neste trabalho: a
expressdo de fotopigmentos responsaveis pela captacdo e conversdo da
informag¢@o ambiental em sinais neuroquimicos para ajuste do reldgio, a
expressdo de genes de reldgio capazes de governar a fisiologia das células
retinianas, e também os ritmos de liberagcdo de neurotransmissores e
neuromoduladores capazes de uniformizar e sincronizar os ritmos individuais
dos diferentes tipos celulares da retina. Juntos, esses processos compdem a
engrenagem de um relogio bioldgico que faz com que a retina funcione
autonomamente como um 06rgao capaz de se ajustar as diferentes condicdes
ambientais que ocorrem durante as 24 horas do dia.

De acordo com a revisao feita por Green e Besharse, embora ainda néo
haja um entendimento da importancia relativa dos diferentes tipos celulares da
retina no controle circadiano deste tecido, os dados existentes possibilitam
duas conclusbes a respeito. Em primeiro lugar, as células fotorreceptoras
possuem todas as propriedades de um reldgio circadiano enddgeno, e sao
responsaveis pela liberacdo de melatonina, a qual poderia governar 0s ritmos
circadianos em outros aspectos da fisiologia da retina. Em segundo lugar, os
genes de relogio sdo amplamente expressos na maioria, se ndo em todos 0s
tipos celulares. Sendo assim, a ritmicidade circadiana poderia resultar da
interacdo de multiplos reldgios circadianos que residem em diferentes tipos
celulares (GREEN; BESHARSE, 2004).

Estudos realizados em culturas de retinas de Xenopus leavis submetidas
a degradacdo da camada nuclear interna mostraram que as células
fotorreceptoras sdo capazes de gerar e manter oscilacbes na producdo de
melatonina por varios dias in vitro (CAHILL;, BESHARSE, 1993). Outros
laboratérios relataram que culturas de células de retina de embrides de galinha
enriquecidas em células fotorreceptoras sdo capazes de manter oscilacdes

sustentadas na expressdo do RNAm de iodopsina (PIERCE et al., 1993), e na
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atividade da enzima chave da producdo de melatonina (IUVONE et al., 1997;
HAQUE et al., 2003; IVANOVA; IUVONE, 2003a, b),

Ja a hip6tese de que a ritmicidade circadiana se deve a osciladores
multiplos surgiu de estudos que mostraram existir um antagonismo mutuo dos
sistemas dopaminérgico e melatoninérgico. A dopamina produzida e liberada
pelas células amacrinas e interplexiformes retinianas (DOWLING; EHINGER,
1978) inibe a sintese e liberacdo de melatonina pelas células fotorreceptoras
ativando seus receptores do tipo D, (IUVONE; BESHARSE, 1986; CAHILL;
BESHARSE, 1991). Em contrapartida, a melatonina produzida nos
fotorreceptores inibe a liberacdo de dopamina (DUBOCOVICH, 1983). Em
1994, Stenkamp e colaboradores mostraram que dopamina e melatonina sao
capazes de mimetizar o efeito da luz sobre o comprimento de cones e
bastonetes em cultura de retina de embrifes de galinha enriquecida em células
fotorreceptoras. Ainda no mesmo trabalho, os autores relataram que n&o
somente melatonina e dopamina exdgenas exercem efeito nestas células, mas
gque também existe uma fonte endodgena de producdo de dopamina nessas
culturas, que foi atribuida a células imunopositivas para tirosina hidroxilase
(STENKAMP et al., 1994).

Em 2006, nosso grupo publicou um trabalho mostrando a expressao de
melanopsina em células pigmentares e retina de Gallus gallus. Demonstrou por
ensaio imunocitoquimico a intensa expressdo da melanopsina nas células da
camada nuclear interna, e em uma pequena populagéo de células ganglionares
na retina de Gallus gallus, além de mostrar diferencas de expressdo em
diferentes fases do dia (LIMA et al., 2006). Segundo Adler e Hatle (1989),
células isoladas da retina de embrides de 6 dias originam culturas
predominantemente formadas por células fotorreceptoras, enquanto que
células isoladas da retina de embrides de 8 dias originam culturas
predominantemente formadas por neur6nios multipolares. Em vista de nossos
resultados e desse dado da literatura, optamos por utilizar a cultura de retina de
embrides de G. gallus de oito dias. Além disso, apesar da falta da organizacéo
célula-célula das culturas de explantes, a cultura de células dispersas seria,
segundo Seigel (1999) mais atil (more useful) para analises quantitativas, onde
0 acesso a células individuais € importante, ou o contato intercelular deve ser

limitado. Neste mesmo texto, o autor afirma que a cultura de células dispersas
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permite a destruicdo seletiva dos fotorreceptores por meio de um tratamento
com anticorpos anti-opsina (POLITI; ADLER, 1986), o que exclui os
fotorreceptores da populacao final de células. Essa cultura permitiria a analise

da funcdo das melanopsinas na fotorrecepcéo nao visual de G. gallus.

Cultura

Em 2003, Haque e colaboradores mostraram que células cultivadas por
seis dias em fotoperiodo (claro-escuro), em meio com 10 % de soro fetal
bovino, ndo apresentam variacdo da atividade da enzima N-acetiltransferase.
No mesmo trabalho, os autores mostraram que a substituicdo do meio
contendo 10 % de soro fetal bovino, por um meio contendo 1 % de soro,
acrescido de 5 pM de NBTI no quarto dia de cultivo imprimia um padréo
oscilatorio a atividade da enzima N-acetiltransferase ao longo do dia. Sob
essas condi¢cdes otimizadas, foi constatada uma maior sobrevivéncia das
células em geral, e um aumento na proporcdo de células fotorreceptoras
presentes na cultura (HAQUE et al., 2003).

No sexto dia de cultivo, dia em que realizamos a extragdo de RNAmM
total, as células utilizadas em nossos experimentos encontravam-se bem
aderidas ao substrato tratado com poli-D-lisina. Além dos corpos celulares foi
possivel observar projecbes sinpticas entre as células e células com
caracteristicas morfolégicas de células fotorreceptoras, indicando estagio pos-

mitético com um grau de diferenciagédo avancado.

Clock e Per2

Na retina de Xenopus leavis, o gene Clock (ZHU et al., 2000) e trés
homologos de Cry (ZHU; GREEN, 2001) sdo expressos predominantemente
nas células fotorreceptoras. Essa localizacdo de Cryl (HAQUE et al., 2002) e
Cry2 (BAILEY et al., 2002) também foi relatada em Gallus gallus. Em adigéo,
tanto Cryl, como Cry2 também sdo expressos nas células ganglionares da
retina de Gallus gallus.

Em 1999, o mesmo estudo que analisou a expressao de iodopsina em
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galinhas normais e galinhas rd/rd, também analisou a expresséao do gene Clock
in vivo. Os resultados obtidos mostraram que quando esses animais Sdo
mantidos em 12C:12E por cinco dias logo apés a eclosdo, existe um ritmo de
expressao desse gene que apresenta valores baixos na fase clara, comeca a
aumentar no fim dessa fase, e atinge seu pico na fase escura. Esse ritmo foi
confirmado quando os animais foram mantidos em 12C:12E por trés dias logo
apo6s a eclosdo, em seguida transferidos para escuro constante, demostrando
que se trata de um ritmo enddgeno (LARKIN et al., 1999).

Em 2000, Chong e colaboradores mostraram que a expressao da
enzima chave na sintese de melatonina, a NAT, de Gallus domesticus pode ser
controlada por um mecanismo molecular circadiano que envolve tanto dimeros
de cCLOCK/BMAL1, como dimeros de cBMAL1 com um outro fator de
transcricdo bHLH-PAS, o cMOP4, que origina o dimero cMOP4/cBMALL1
(CHONG et al., 2000). Em outro trabalho, os mesmos autores analisaram por
PCR quantitativo a expressao de cBMAL1 e cMOP4 na retina de Gallus
domesticus recém-eclodidos, que foram transferidos para condicdes ciclicas
12C:12E e entdo mantidos em condicbes de escuro constante ou claro
constante por 2 dias. Neste experimento, a extracdo de RNA foi realizada de 4
em 4 horas durante 24 horas no segundo dia de condi¢cdes constantes. Os
autores verificaram que, tanto cBMAL1L, quanto cMOP4, apresentam ritmos de
expressdo robustos na retina de Gallus domesticus, que 0s niveis mais
elevados dos dois transcritos foram encontrados no ZT12, e que esse padrédo é
mantido mesmo apads 48 h de claro constante ou escuro constante (CHONG et
al., 2003).

Recentemente, Chaurasia e colaboradores (2006) analisaram, em
culturas de retinas de galinha enriquecidas em fotorreceptores, por PCR em
tempo real, a expressdo dos genes de reldgio responsaveis pela maquinaria do
reldgio circadiano da retina utilizando o gene da enzima Hipoxantina fosforibosil
transferase (Hprt) como normalizador. Os autores observaram que culturas
mantidas em regime de fotoperiodo 14C:10E desde o inicio da incubacéo,
guando analisadas no oitavo dia in vitro, apresentaram ritmos dos RNAmM dos
genes: Clock com pico de expressao no inicio da fase escura (ZT16); Mop4 e
Bmall com picos de expressdo entre os ZTs 10 e 12 que correspondem ao

final da fase clara; Cryl com pico de expressao diurno ZTs 4 a 12; Per2
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também com um pico de expressdo diurno no ZT6. Quando as culturas
passaram para o regime de escuro constante no nono dia in vitro, e as
determinacdes continuaram sendo realizadas a cada quatro horas, foi visto que
a expressao de Clock se tornou arritmica, porém a amplitude da expressao (em
relacdo ao ZT de menor expressdo do regime de fotoperiodo do oitavo dia in
vitro) apresentou um aumento. Nos demais genes estudados, as variacfes
ritmicas de expressao continuaram a ocorrer (porém com uma amplitude menor
do que as observadas em 14C:10E). Os autores ainda mostraram que um
pulso luminoso de 2 horas aplicado no ZT18 do nono dia in vitro (DD) foi capaz
de aumentar a expressao de Cryl e Per2 (CHAURASIA et al., 2006).

Em nossos resultados em escuro constante, os niveis de RNAm de
Clock apresentaram variagdo significativa entre o menor valor ZT12 e o maior
valor ZT21, porém esta variacdo foi muito pequena, e ndo foi possivel
identificar um padrdo de expressao circadiano. Este resultado estd de acordo
com o trabalho de culturas enriguecidas em fotorreceptores que se tornaram
arritmicas em escuro constante. Esse resultado foi confirmado pela auséncia
de variacdo também do contetdo protéico.

Com as células mantidas em regime de 12C:12E, nossos resultados
assemelham-se a resultados da literatura (LARKIN et al., 1999; CHAURASIA et
al., 2006), pois vimos que a expressdo de Clock nestas condicGes apresenta
uma variacdo circadiana, e que 0s niveis mais elevados do RNAm séo
produzidos na fase escura. Porém, essa variagdo na quantidade de RNAm, ndo
foi acompanhada pela expresséo da proteina.

Embora seja notadvel um pico de expressdo de Clock na fase clara
subjetiva de nossos resultados em 3 dias C:E, 3 dias EE, o padrdo de
expresséo circadiano ndo foi mantido, o que est4 de acordo com os dados de
Chaurasia e colaboradores (2006).

A expressdo do RNAmM de Per2 em escuro constante apresentou dois
picos de expressdo nos ZTs 15 e 21, mas também né&o foi possivel identificar
um padréo de expressao circadiano para esse gene.

Embora a andlise ritmica ndo tenha identificado um padrao de expressao
do RNAmM de Per2 nas células mantidas em 12C:12E, foi possivel notar uma
tendéncia a ritmicidade pelo aumento gradual na expressao deste gene no ZT9

gue atinge o valor maximo no ZT15, e comeca a cair gradualmente nos ZTs
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seqguintes.

Como citado previamente, Chaurasia e colaboradores (2006) mostraram
gue sob ciclo claro-escuro, a expressado de Per2 apresenta ritmo circadiano, o
qual é enfraquecido quando as células em seguida sdo transferidas para
escuro constante. De fato, nossos resultados mostram que a tendéncia a

ritmicidade desaparece nessas condi¢cdes.

Opn4x e Opn4m

A manutencdo da funcdo e da estrutura do segmento externo dos
fotorreceptores depende da producdo, na base dessas células, de novas
membranas contendo fotopigmentos, e do deslocamento desses discos
membranosos em direcdo ao epitélio retiniano pigmentar, onde os cromaoforos
sdo regenerados. Dados de diferentes espécies mostram que a luz e o sistema
circadiano das células da retina interagem para regular esses eventos. Além
disso, cones e bastonetes renovam seus segmentos externos em horarios
diferentes do dia. Nos bastonetes, a concentragdo de RNA mensageiro de
rodopsina aumenta antes do inicio da fase clara, logo antes do horario em que
0 segmento externo de bastonetes é renovado (KORENBROT; FERNALD,
1989).

Em galinhas, o pico da renovagédo do segmento externo de cones ocorre
logo ap6s o fim da fase clara (YOUNG, 1978). Em 1993, Pierce e
colaboradores avaliaram por Northern Blot a expressdo do fotopigmento
predominante de cones na retina de galinha, a iodopsina, in vivo e in vitro. Nos
estudos in vivo, os animais foram mantidos em 12C:12E por trés semanas, e
em seguida foram analisados a cada seis horas por dois dias em regime de
12C:12E, e outros dois dias em escuro constante. Nessas condicdes, foi
encontrado um ritmo de expresséo de iodopsina, sendo detectados o aumento
da expresséo 6 a 7 horas apds o inicio da fase clara, e 0 pico de expressao 2
horas apds o inicio desse aumento no ZT9. Esse ritmo foi mantido por dois dias
em escuro constante, poréem no segundo dia em escuro o pico de expressao de
iodopsina foi um pouco menor. Nos estudos in vitro, culturas de retinas de

embrides de seis dias de galinha, enriquecidas em fotorreceptores, foram

92



mantidas em 12C:12E e analisadas a partir do quinto dia de cultivo de seis em
seis horas por 48 horas. Nessas condicGes também foi encontrado um ritmo de
expressdo de iodopsina com aumento de expressao no fim da fase clara, e o
pico na fase escura. Quando a expressao de culturas mantidas em 12C:12E
até o quarto dia, e depois mantidas em escuro constante no quinto e no sexto
dia a cada seis horas foi analisada, foi observado um ritmo semelhante ao visto
em 12C:12E. Houve um aumento de 2 a 3 vezes no final da fase clara
subjetiva, que se manteve no segundo dia em escuro com uma amplitude
menor em todos os pontos analisados (PIERCE et al.,.1993).

Esses resultados foram confirmados por Larkin e colaboradores (1999)
em retina de galinhas normais in vivo. Porém, quando a expressdo da
iodopsina foi investigada em galinhas que sofrem degeneracdo de células
fotorreceptoras rd/rd, ndo foram encontradas variacdes ao longo do dia. Esse
estudo também revelou que ocorre variagdo na quantidade de RNA
mensageiro do gene G3PDH na retina de galinhas normais, e que isso nao
ocorre com o RNA 18S (LARKIN et al., 1999), confirmando que o RNA18S é
um bom normalizador para nossa pesquisa.

Em 2005, um grupo de pesquisadores analisou in vivo a expressao de
melanopsina (Opn4x) em retina de galinha White Leghorn Gallus domesticus
pela técnica de hibridizacédo in situ, e também por PCR em tempo real. A
andlise foi feita em animais pos-eclodidos mantidos em ciclos de 12C:12E por
duas semanas, e transferidos para condi¢cdes de escuro constante por dois
dias, quando foram realizadas as extracdes de RNA da retina inteira. Os
autores relataram que a expressao de melanopsina na retina de Gallus gallus é
ritmica com os niveis mais elevados de RNAm no inicio do dia subjetivo nos
ZTs 0-4. A seguir, os niveis de RNAm declinaram para valores minimos no
ZT16. O mesmo padrao foi observado quando a extragéo foi realizada ainda no
primeiro e no segundo dia em escuro constante ap0s as duas primeiras
semanas em 12C:12E (CHAURASIA et al., 2005).

No mesmo ano, outro grupo de pesquisadores mostrou que a expressao
de Opn4dx na retina de embriBes de galinha tem inicio no sétimo dia
embrionario (TOMONARI et al., 2005). Ainda naquele ano, Bailey e Cassone
(2005) analisaram a expressdo do RNA mensageiro (Northern Blot) de Opn4x

normalizado pelo RNAr 18S em galinhas. Essas foram mantidas em
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fotoperiodo 12C:12E por trés semanas, e a seguir analisadas a cada 4 horas
por dois dias, um em regime de 12C:12E, e outro em escuro constante. Esse
trabalho mostrou que a expressdo de Opn4x aumenta em 12C:12E na fase
escura, e que ocorre um singelo aumento de expressdo desse gene no inicio
da noite subjetiva de animais analisados em escuro constante.

Nossos resultados mostraram que a cultura de células dispersas nédo
apresentou variagdo circadiana de RNAm de Opn4x ou no contelddo protéico
em escuro constante.

Porém qguando estas foram expostas a regime de fotoperiodo 12C:12E,
ocorreu uma variacao de expressédo de Opn4x, com os valores mais elevados
nos ZTs 0 e 15, o que difere dos dados de Chaurasia e colegas (2005), mas
confirma os resultados de Bailey e Cassone (2005) em animais pos-eclodidos e
in vivo. Ndo houve diferenca estatistica na quantidade da proteina OPN4X
nessas condi¢cbes, porém, deve ser ressaltado que o n amostral foi pequeno
(n=3), e que uma tendéncia de aumento da concentracdo dessa proteina pode
ser visualizada nos ZTs finais.

Nas culturas mantidas por 3 dias C:E, 3 dias EE, Opn4x mostrou um
pico de expressao no ZT3, e auséncia de padrao circadiano.

Desde a descoberta da Opnd4m (BELLINGHAM et al., 2006), a
expressao desta proteina fotossensivel apenas foi estudada com o intuito de
localiza-la em cortes transversais de retinas de animais adultos e em células
transfectadas. Recentemente foi relatado que a expressao de Opn4m na retina
de galinhas tem inicio no décimo dia embrionario por uma pequena populagédo
de células da camada nuclear interna (TOMONARI et al., 2007). Os mesmos
autores mostraram ainda que, assim como para a melanopsina ortéloga de
Xenopus leavis, que apresenta duas isoformas de transcritos em galinhas
(TOMONARI et al., 2005; LIMA et al., 2006), sdo encontrados dois transcritos
diferentes para a melanopsina ortéloga de mamiferos, que o autor nomeou de
Opndm-a e Opndm-b (TOMONARI et al.,, 2007). Nossos resultados s&o
pioneiros em relatar a expressao temporal desta opsina ao longo de 24 horas
em células retinianas de um vertebrado ndo mamifero.

Diferente do que ocorre para Opn4x, a expressdo de Opn4dm apresentou
uma ampla variacdo ao longo dos ZTs analisados em escuro constante. Porém,

essa variacao nao foi circadiana.
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Quando as culturas foram expostas a regime de fotoperiodo 12C:12E,
observamos uma variacdo circadiana na expressdo de Opnd4m, com oS
menores valores sendo encontrados durante a fase de claro, e os maiores
durante a fase de escuro. Como a funcdo da nova melanopsina Opn4m ainda
néo foi esclarecida, e como a via de transdugéo de sinal, seja da melanopsina
Opn4x seja da Opn4m em células da retina sdo pouco conhecidas, Nnossos
resultados podem vir a contribuir para esse esclarecimento. Esse ritmo robusto
observado para Opn4m pode significar que essa opsina estaria mais
comprometida com a percepc¢éo circadiana dos estimulos ambientais do que
Opn4x.

Nossos resultados de 3 dias C:E, 3 dias EE ndo mostraram variagéo

entre os ZTs. A quantificagdo protéica néo foi realizada para essa condig&o.

N-acetiltransferase

Dentre os neuromoduladores responsaveis pelo output do reldgio
circadiano, a melatonina é a substancia mais conhecida. A atividade enzimatica
de N-acetiltransferase (determinada pela formagéo catalitica de N-
acetiltriptamina a partir de triptamina e acetilcoenzima A), enzima chave da
sintese de melatonina, em homogeneizados de culturas de retina de embriées
de galinha, com seis e oito dias de incubacdo, ja havia sido analisada em
animais mantidos em 14C:10E a partir do primeiro dia de incubagédo. Neste
estudo, a coleta das amostras das culturas de retina foi realizada no quinto,
sexto e sétimo dias sob as mesmas condi¢cBes foticas de incubacéo, ou entédo
em escuro constante a partir do sexto dia in vitro. As culturas de embrides de 6
dias de incubacdo, mantidas por 5 dias em 14C:10E, seguido de dois dias de
escuro constante, apresentaram, no quinto dia in vitro, um perfil ritmico da
atividade enzimatica de NAT com o0s niveis mais altos no ZT20 e mais baixos
no ZT10. Porém quando analisadas no sétimo dia in vitro, apdés 48 h de escuro
constante, o ritmo de expressédo de NAT desapareceu. Nas culturas de retina
de embribes com 8 dias de incubacdo, as quais apresentavam uma
porcentagem menor de células que expressam um fendtipo de células

fotorreceptoras em relacdo ao numero total de células, a atividade da enzima
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NAT mostrou um padrao ciclico, tanto no quinto dia in vitro sob condicGes de
14C:10E, quanto no sexto dia sob condicbes de escuro constante. Os valores
maximos de atividade enzimatica foram encontrados em ZT20, e 0S minimos
em ZT10 (IVANOVA; IUVONE, 2003).

Em 2004, Garbarino-Pico e colaboradores mostraram que a melatonina
e sua enzima chave, a NAT, também sdo sintetizadas nas células ganglionares
da retina de galinhas. Neste estudo, os pesquisadores avaliaram a produgéo de
melatonina em pintinhos que foram mantidos até o oitavo dia em fotoperiodo
12C:12E e em seguida passaram para um regime de escuro constante até o
décimo dia. As amostras foram coletadas durante 24 horas a partir do oitavo
dia quando as retinas foram liofilizadas. Este experimento mostrou que tanto o
periodo de maior sintese de melatonina, quanto o periodo de maior expressao
de NAT ocorrem em anti-fase e com uma amplitude menor em relacdo a
sintese de melatonina e expressdo de NAT nos fotorreceptores. Neste mesmo
trabalho os autores mostraram por hibridizacéo in situ a presenca de NAT em
cortes transversais de retina inteira obtidos durante o dia subjetivo. Para avaliar
melhor a producdo de melatonina e de sua enzima chave nas células
ganglionares, os autores decidiram analisar culturas enriquecidas em células
ganglionares de embrides de 8 dias sincronizadas com uma troca de meio no
dia seguinte ao dia de obtencdo da cultura e mantidas em escuro constante
durante 24 horas. Como resultado desta estratégia experimental, os niveis
mais elevados de melatonina, tanto nas células, como no meio de cultivo,
ocorreram no ZT8 e, embora ndo tenha havido uma adaptacdo prévia a
nenhum tipo de condigdo luminosa, os autores chamaram este ZT8 de fase
clara. Nessas condigOes, a expressdo de NAT quando analisada durante trés
dias consecutivos mostrou picos de expressdo nos ZTs 7, 32 e 56 com um
intervalo de aproximadamente 24 horas (GARBARINO-PICO et al., 2004).

Em 2006, Contin e colaboradores confirmaram que culturas de células
ganglionares de retina de galinha mantidas por 4 dias em 12C:12E, e avaliadas
no quinto dia em escuro constante apresentam maior producdo de melatonina
durante a fase clara. Além disso, os autores demonstraram que a luz diminui a
producdo de melatonina nessas células que expressam melanopsina (CONTIN
et al., 2006).

Nossos resultados com culturas de retina de embriées de galinha em
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escuro constante mostraram diferenca significativa de expressédo de NAT entre
0s ZTs 0 e 0s ZTs onde a expressédo foi minima ou proxima do minimo, fase
gue corresponde a transicdo da noite para o dia subjetivo. Estes dados diferem
do resultado de atividade enzimatica encontrado em animais condicionados a
ciclos 14C:10E (IVANOVA; IUVONE, 2003), mas assemelha-se aos resultados
das andlises feitas em culturas de células ganglionares embrionarias de galinha
(CONTIN et al., 2006).

Esse padrdo de expresséo foi ligeiramente alterado quando as células
foram submetidas a fotoperiodo 12C:12E pois, nessa condi¢cdo, o maior valor
de expressao foi mantido no ZTO quando a luz acende, e comegou a cair nos
ZTs seguintes indicando inibicdo da transcrigdo, seguido de aumento desta
taxa na fase escura. Nao foi encontrado um padréo ritmico de expressdo do
RNAm de NAT por meio da andlise ritmica, entretanto, os menores valores
deste transcrito foram encontrados na fase de transi¢éo do claro para o escuro,
e 0s maiores valores durante a transicdo do escuro para o claro.

Embora um padrdo de expressao circadiano seja visivel em 3 dias C:E,
3 dias EE, a andlise estatistica ndo confirma variacdo entre os ZTs.

A analise da quantidade da proteina N-ACETILTRANSFERASE foi
realizada, mas a banda correspondente ao peso molecular desta proteina ndo
foi identificada em nenhum dos protocolos experimentais, embora estivesse
presente no controle de retina de pintinho recém-eclodido (resultados néo

mostrados).

Tirosina Hidroxilase

Outro candidato a neuromodulador circadiano na retina é a dopamina. A
sintese de dopamina na retina de Gallus domesticus recém-eclodidos, e
mantidos por duas semanas em 12C:12E, seguidas de dois dias de claro ou
escuro constantes, ja havia sido analisada através da dosagem por HPLC de
dopamina e de dois de seus metabdlitos, o 3,4-acido dihidroxifenilacético
(DOPAC) e o &cido homovanilico (HVA). Em condi¢des de 12C:12E, os niveis
de dopamina, assim como os niveis de DOPAC e HVA, mostraram-se ciclicos,

com os valores mais altos encontrados no ZT12. Ao final das duas primeiras
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semanas, e apos os dois dias em escuro constante, o conteido de dopamina,
DOPAC e HVA também se mostrou ciclico, com valores mais altos durante o
dia subjetivo. J& em condi¢cbes de claro constante houve uma progressiva
reducdo dos valores de dopamina, DOPAC e HVA e nao foi encontrada uma
variacgao ciclica dessas substancias (ZAWILSKA et al., 2003a, b).

A expressao protéica de TIROSINA HIDROXILASE em culturas de retina
de embrides de oito dias de galinha foi confirmada por Stenkamp e
colaboradores (1994) por Western Blot. Neste trabalho, os autores né&o
encontraram diferencas na quantidade de proteina extraida no claro e no
escuro. Esse trabalho revelou ainda que a administragdo de dopamina as
culturas foi capaz de controlar as alteragbes morfologicas de fotorreceptores,
mimetizando o efeito da luz.

Porém, o trabalho do grupo do professor Fernando de Mello em 2001,
também em culturas de células dispersas de embrides de galinhas de oito dias,
descreve a auséncia de células imunopositivas para tirosina hidroxilase nessas
culturas, e relata que a expressdo desta somente € encontrada quando as
culturas sédo tratadas com forscolina. Ainda neste trabalho, o autor mostra que
culturas de células dispersas da retina de embrides de 10 dias ja apresentam
células imunopositivas para a tirosina hidroxilase (GUIMARAES et al., 2001).

Nossos resultados indicam que, em regime de escuro constante, ndo
ocorrem variacdes nos niveis do RNAm de TH. Ja com as células mantidas em
12C:12E, observamos um padrao ritmico, onde os valores comegam altos no
ZT0, caem gradualmente até o ZT12 e aumentam em seguida na fase escura.
Como nosso alvo pesquisado foi a enzima chave da via de sintese de
dopamina, o fato de nossos resultados mostrarem um aumento dessa enzima
em fase oposta aos ritmos de dopamina vistos por Zawilska e colaboradores
(2003a, b), com maiores valores no ZT12 pode corresponder a uma
antecipacdo da ativacdo da via de sintese de dopamina. Esta hip6tese nao foi
confirmada pela quantificagdo protéica da enzima, mas deve-se ressaltar
novamente que o n amostral foi pequeno (n=3) e que houve extrema
variabilidade inter-ensaios.
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Tratamento com glutamato

O relégio do NSQ responde de maneira diferenciada aos sinais
ambientais responsaveis pelo ajuste da hora circadiana. Durante a fase do
reldgio que coincide com a noite ambiental, 0 NSQ apresenta sensibilidade a
estimulos ambientais que sao capazes de reinicia-lo. Estes estimulos incluem a
luz, e seu neurotransmissor, o glutamato (GILLETE ; MITCHELL, 2002). O sinal
luz/glutamato induz a transcricdo de genes no NSQ, que também é governada
pelo mecanismo molecular do relégio. As respostas a esse estimulo que foram
caracterizadas incluem o aumento da transcricdo de genes de resposta
imediata como c-fos (REA, 1989; REA et al., 1993a, b, c; CASTEL et al., 1997),
o complexo ativador de proteina-1 (AP-1) (FRANCOIS-BELLAN et al., 1999;
2000) e das sequéncias promotoras do elemento responsivo a aumento de
Ca*/AMPc (CRE) (KORNHOUSER et al., 1992; GINTY et al., 1993; DING et
al., 1997; OBRIETAN et al., 1999).

A ativacdo dos sitios CRE requer a fosforilacdo da serina-133, e
possivelmente da serina-142, da proteina ligadora de CRE (CREB/P-CREB),
um evento induzido por luz/glutamato durante a noite. Nem a luz, nem o
glutamato induzem P-CREB, ou ativam a transcricdo de CRE durante o dia
subjetivo do relégio do NSQ (GINTY et al., 1993; DING et al., 1997; OBRIETAN
et al.,, 1999). Durante a noite, a indu¢cdo da transcricio de CRE que é
dependente do sinal luminoso ocorre simultaneamente a inducédo de P-CREB
(OBRIETAN et al., 1999).

A inducdo de P-CREB no inicio e no final da noite por luz /glutamato
parece ser dependente dos mesmos elementos de transducao de sinal iniciais
envolvidos no re-inicio (reset) do reldgio: ativagdo de receptores
glutamatérgicos NMDA, influxo de Ca®" e ativacdo da enzima 6xido nitrico
sintase (NOS) (DING et al., 1998). Contudo, no inicio da noite, a via de
transducéo do sinal luz/glutamato requer a ativagédo de receptores de rianodina
responsaveis por liberar Ca** de estoques intracelulares (DING et al., 1998).
Em contraste, no final da noite, o avango de fase induzido por luz/glutamato
requer a ativacdo da enzima guanilato ciclase (GC) mediada por 6xido nitrico

(NO), e subsequente estimulagdo da proteina quinase G (PKG) (HURST et al.,
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2002).

Em 2002, Hurst e colaboradores mostraram que culturas de células
imortalizadas de NSQ (SCN 2.2), sincronizadas por choque de soro, também
apresentam dependéncia de fase na inducdo de P-CREB, e da atividade dos
promotores da proteina vaso intestinal VIP, CRE e de elementos E-box,
guando estimuladas com 10 uM de glutamato por 10 min a cada 4 h por um
dia.

Nossos resultados mostram que o tratamento das culturas com 100 pM
de glutamato, por 12 h em escuro constante, alterou o padréo de expresséo
visto para o grupo controle nas mesmas condi¢gdes. De uma forma geral, esse
tratamento induziu um aumento de expressdo dos genes estudados nos ZTs
iniciais da andlise, que foi seguido por redugéo gradual até atingir o0s menores
valores no fim dos ZTs analisados. A andlise ritmica do grupo controle
confirmou a auséncia de oscilagdo na quantidade de RNA mensageiro de
Opn4x, Opndm, Clock, N-acetiltransferase e Tirosina Hidroxilase. A analise
ritmica apontou que o grupo tratado passou a oscilar na producédo de Clock,
mas com acrofase e amplitudes menores que as observadas em 12C:12E.
Essa inversao de fase indica que o tratamento com o glutamato pode ser um
agente sincronizador dessas células. Esses resultados diferem dos dados de
Garbarino-Pico e colaboradores (2004), que relatam que o tratamento com 100
MM de glutamato por trés dias gerou um ritmo de expressdo do RNA
mensageiro de N-acetiltransferase em culturas de células ganglionares de

embrides de galinha.

Viabilidade celular e Fragmentacdo de DNA

Ferreira e colaboradores mostraram, em 1998, que culturas de células
de retina de embribes de galinha de oito dias mantidas com 5 % de soro fetal
bovino no meio de cultivo por cinco dias, quando transferidas para meio sem
soro, e submetidas a tratamento com 100 pM de glutamato, apresentam
indicios de que esse tratamento é toxico. Porém, a substituicdo do meio de
cultivo ap6s o tratamento com meio condicionado (meio de culturas irmas com

5 % de soro fetal bovino), ou por meio novo com soro, reduzia o efeito toxico
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refletido na alteracdo do metabolismo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-fdifenil
tetrazolium bromida (MTT). Esse resultado indicava que, ou a presenca de
soro, ou algum fator liberado pelas células, seria responsavel pela protecdo do
efeito toxico do glutamato (FERREIRA et al.,, 1998). Mais tarde, o grupo de
Paes-de-Carvalho demonstrou que a ativacdo dos receptores de adenosina é
capaz de inibir o efeito toxico do glutamato das células de retina de embrido de
galinha em cultura (FERREIRA; PAES-DE-CARVALHO, 2001; PAES-DE-
CARVALHO et al., 2003).

Semelhantemente ao descrito por Garbarino-Pico e colaboradores
(2004), nossos resultados de citometria de fluxo indicam que o tratamento com
100 pM de glutamato ndo exerceu efeito toxico nas células, nem provocou
morte por apoptose. Esses resultados confirmam as observagbes do Prof.
Paes-de-Carvalho, pois em nossas culturas os receptores de adenosina estao
constantemente estimulados devida a presenca do inibidor do transportador

deste neurotransmissor no meio de cultivo.

Regulacéo da transcricao e traducao

O conceito de que as oscilacdes diarias na concentragdo de RNAm ou
proteina sdo uma caracteristica central de reldgios circadianos é amplamente
aceito. Oscilagbes de RNAmM séo geralmente tidas como sendo geradas por um
mecanismo de controle transcricional. Entretanto, uma sintese ritmica
necessitaria de um RNAmM com um tempo de meia vida curto, e/ou entdo o
RNAmM poderia ser regulado pés-transcricionalmente (ex. pela regulacdo de um
fator de splicing). Dessa forma, a expressdo de RNA de forma estavel
(constitutiva), durante o ciclo circadiano poderia diminuir, ou abolir a amplitude
da oscilacdo. Varias modificacdes poés-transcricionais sao utilizadas pelos
componentes moleculares do reldgio circadiano para tornar o RNA instavel,
elou atrasar sua traducdo em proteinas, contribuindo assim para as fases e
amplitudes da oscilagao.

Mesmo assim, a regulacdo transcricional parece ser o mecanismo
primario em gerar transcritos oscilantes. Atualmente, nada é conhecido sobre a

contribuicho do capping para a regulagcdo circadiana. A regulagdo do
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mecanismo de splicing parece ter um efeito na funcdo do relégio. Apenas uma
mutacdo afetando a proteina de splicing tull/dprp43 foi descrita até 0 momento
em Drosophila (MARTINEK et al., 2001). Esse gene codifica uma RNA helicase
da familia DEAHbox, que é amplamente conservado, e parece ser um
componente geral do complexo de splicing. Uma mutagdo dominante negativa
nesse gene aumenta o periodo de atividade locomotora das moscas em duas
horas. Como grandes quantidades da forma unspliced de Period (Per) e
Timeless (Tim) sdo encontradas na forma dominante negativa mutante, o
aumento no periodo pode ser explicado por uma mudanga na eficiéncia e/ou
acuracia no splicing, retardando o acimulo dos componentes do relégio.

A magquinaria de splicing alternativo também fornece um importante
mecanismo para controlar a expressdo de genes de relégio. No mecanismo
molecular de relégios circadianos existe um grande numero de proteinas
resultantes de splicing alternativo, promovendo diversidade na regulagdo da
funcdo do relégio. A primeira evidéncia de splicing alternativo em genes de
reldgio veio da descricdo de cDNAs de Drosophila onde o gene Per codifica,
através de splicing alternativo, trés diferentes proteinas PER (CITRI et al.,
1987). Este splicing diferencial parece ser um importante mecanismo para
perceber mudancgas térmicas e fotoperiddicas, pois temperatura, luz e o reldgio
interagem para regular o splicing 3' agindo entdo como um sensor sazonal
(COLLINS et al, 2004; MAJERCAK et al., 2004). Em mamiferos, séo
encontrados trés genes Per, mas n&o existem evidéncias de que nenhum deles
seja regulado por splicing alternativo.

Outro membro da maquinaria de reldgio que sofre splicing alternativo é o
gene Bmal. Em camundongos, Bmall abrange 32kb e inclui 17 exons que
produzem trés splices variantes codificando trés proteinas diferentes. Além
disso, cada isoforma de mBMAL apresenta variagdo na distribuicdo tecidual
(YU et al., 1999). De fato, multiplas variantes de splicing e de sitios de iniciacdo
foram identificadas em camundongos, ratos, e humanos para Bmall e Bmal2,
com distribuicdo tecidual diferente. O gene Bmal2 de humanos apresenta
atividade transcricional diferenciada in vitro, sugerindo que o splicing alternativo
pode regular a amplitude tanto de osciladores centrais, como periféricos
(SCHOENHARD et al., 2002).
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A contribuicdo da poliadenilacdo para o relégio circadiano é
exemplificada pelo ritmo diério unico no comprimento da cauda poliA no RNAm
da vasopressina (AVP). Essa variacdo pode contribuir para a estabilidade do
RNAm, e a presenca da proteina AVP em diferentes horas do dia. Mesmo que
a sintese hipotalamica de AVP n&o seja necessaria para a geragdo de ritmos
circadianos, a amplitude deste ritmo parece ser modulada pela liberacdo de
AVP no fluido cérebro-espinhal (ROBINSON et al., 1988; BROWN; NUNEZ,
1989). Embora a andlise do comprimento da cauda poliA dos diferentes genes
de reldgio ndo tenha sido extensivamente investigada, essa modificagdo pode
ser um importante mecanismo pelo qual o relégio pode controlar a estabilidade
de RNAs mensageiros oscilantes.

Outro mecanismo de regulacdo da poliadenilacdo é fornecido pela
nocturnina (Noc), uma exonuclease especifica de cauda poliA envolvida na
desadenilacdo (BAGGS; GREEN, 2003). A nocturnina apresenta uma
expressdo com grande amplitude nas células fotorreceptoras da retina de
Xenopus leavis que contém reldgios circadianos, e a nocturnina de mamiferos
também é expressa de forma ritmica em tecidos como os rins, figado e coracao
(WANG et al., 2001).

Em Drosophila, a evidéncia de controle pos-transcricional/pés-
traducional veio da observacado de que embora ciclem com mesma amplitude, o
pico da concentracdo de proteina PER ocorre de 4 a 6 horas ap6s o pico da
concentracdo do RNAm de Per ser alcangado.

Dentre as muitas alteracdes poés-traducionais conhecidas (metilagéo,
acetilagéo, glicosilacéo), a fosforilagdo mostrou exercer efeito critico no relégio
circadiano de Drosophila e em muitas outras espécies estudadas. No
citoplasma acredita-se que a fosforilacdo afete o periodo do relégio de
Drosophila de duas maneiras: (1) regulando a estabilidade de PER, e (2)
regulando a entrada do complexo PER-TIM no nucleo. Em Drosophila, essa
fosforilacdo é feita pela enzima DOUBLETIME (DBT), que € homodloga a
enzima caseina quinase epsilon CKle de mamiferos (KLOSS et al., 1998). Além
da fosforilacdo, a ubiquitinacdo e a desfosforilacdo também exercem funcdes
criticas na geracao do ritmo de 24 horas.

Apbs o advento de sondas bioluminescentes incorporadas na regiao

promotora do gene Per de Drosophila e de Danio rerio (zebrafish), ficou claro
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gue existem osciladores periféricos independentes em diferentes tecidos
desses organismos (PLAUTZ et al.,, 1997; WHITMORE et al., 2000). A
expressao ritmica de genes de relégio foi encontrada até mesmo em linhagens
de células imortalizadas de mamiferos (BALSALOBRE et al.,. 1998).

A partir de entdo, ficou evidente que cada célula do organismo contém
um oscilador proprio, e que essa é uma caracteristica muito conservada ao
longo da evolugdo que apresenta pequenas alteracbes de acordo com o
programa de diferenciacéo celular. Pois além dos genes de relégio dos NSQs,
outros fatores de transcricdo pertencentes a familia bHLH-PAS podem ser
diferencialmente expressos de um tecido para o outro, e por meio de elementos
ativadores Ebox permitir alteracdes circadianas tecido-especificas na
expressdo génica local, em resposta aos sinais endégenos (HOGENESCH et
al., 1998; REICK et al., 2001; SCHOENHARD et al., 2002).

Uma das caracteristicas dos reldgios periféricos, e também de células de
NSQs isoladas, é a diminuicdo da amplitude, seguida de perda de ritmicidade
na auséncia de acoplamento entre as células. Pois, desta forma as células
passam a manifestar periodos e fases distintos entre si, gerando uma
resultante nula quando estas sao analisadas em conjunto (CARR; WHITMORE,
2005; LIU et al., 2007).

Os resultados descritos neste trabalho sugerem que em escuro
constante as ceélulas ndo sdo capazes de manter o acoplamento necessério
para manter a mesma fase e periodo entre si, pelo menos no que diz respeito a
expressdo do RNAm de Clock, Per2, Opn4dx, N-acetiltransferase e Tirosina
Hidroxilase, embora a expressédo de Opn4m tenha revelado um ritmo aparente.
A expressao protéica de CLOCK e OPN4x ndo sugere ritmo, ja a de TIROSINA
HIDROXILASE sugere um ritmo aparente.

O ciclo claro-escuro foi capaz de estabelecer essa sincronia para a
expressdo do RNAm dos genes Clock, Per2 (ritmo aparente), Opn4m, N-
acetiltransferase (ritmo aparente) e Tirosina Hidroxilase, assim como para a
expressao protéica de CLOCK e OPN4x (ambos ritmos aparentes). Os dados
de 3 dias C:E, 3 dias E:E demonstram a incapacidade das células se manterem
acopladas 3 dias ap6és a sincronizacdo por fotoperiodo.

Novas substancias endogenas e exdgenas tém sido reconhecidas como

agentes sicronizadores, dentre estas horménios, acidos graxos, retindis e
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outros (BALSALOBRE et al., 2000). O glutamato promoveu a sincroniza¢ao de
ritmos para a expressdo do RNAm do gene Clock, demonstrando mais uma
funcao retiniana para esse importante neurotransmissor.

Em concluséo, nossos resultados indicam que as células em cultura de
embrido de 8 dias de galinha ja contém um reldgio funcional, porém este

necessita do ciclo claro-escuro ou de glutamato para sua sincronizacao.
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