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Notas

Nomenclatura adotada para genes e proteinas

Danio rerio - https://wiki.zfin.org/display/general/ZFIN+Zebrafish+Nomenclature+Guidelines
Xenopus laevis - http://www.xenbase.org/gene/static/geneNomenclature.jsp
Mus musculus - http://www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/gene.shtml

Drosophila sp - http://flybase.org/wiki/FlyBase:Nomenclature
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Muito antes do surgimento da vida, os ciclos de claro e escuro ja se faziam
presentes em nosso planeta. A presenca de tais ciclos gerou e continua gerando, como
consequéncia, o delineamento de dois momentos muito distintos dentro do periodo
diario, ou seja, do periodo de 24 horas que compreende o dia como conhecemos. Um
primeiro momento de alta incidéncia de radiacdo e elevadas temperaturas e um segundo
momento de baixa incidéncia de radiacdo e temperaturas mais amenas. Se pensarmos no
surgimento da vida e no periodo evolutivo subsequente a este, podemos concluir que
radiacdo, na forma de luz visivel e ndo-visivel, e temperatura, representam um dos
primeiros obstaculos a vida e uma das principais pressdes seletivas a sua evolucdo. Tal
assuncdo levou inclusive ao surgimento de teorias como a postulada por Pittendrigh
(1993), conhecida como “fuga da luz”, a qual faz clara referéncia a associagdo entre
fotorreceptores e osciladores enddgenos vista em praticamente todos os organismos,
cujo resultado adveio da co-evolucdo desses dois sistemas frente as pressdes seletivas
dos ciclos diarios de luz e temperatura.

A prova inequivoca da importancia da luz e da temperatura na evolucao da vida
pode ser expressa no fato de que, em organismos que vdo desde bactérias até os mais
complexos vertebrados, encontramos ritmos diarios muito bem definidos, conhecidos
como ritmos bioldgicos. Tal caracteristica é fundamental a sobrevivéncia da maioria das
espécies existentes, pois representa as adaptagdes e antecipacdes aos estresses
proporcionados pelas variagdes dos ciclos diarios, um fendmeno conhecido como
arrastamento. Contudo, a selecdo dessa caracteristica no curso da evolugdo nédo seria
possivel caso ndo houvesse, nesses organismos, a capacidade de detectar variagOes
ambientais adequadamente e, nesse aspecto, assume fundamental importancia uma
classe de proteinas, capaz de captar estimulos luminosos, conhecida como

fotorreceptores.
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Todas as proteinas fotorreceptoras descritas na literatura podem ser agrupadas

em um numero limitado de familias, com base na estrutura quimica do componente

responsavel pela absorcdo da luz, conhecido como croméforo. Desse raciocinio derivam

seis importantes familias: as rodopsinas, os fitocromos, as xantopsinas, 0s criptocromos,

as fototropinas e as BLUF-proteins (blue-light using FAD proteins) (Van Der Horst &

Hellingwerf, 2004) (Fig. 1). No entanto, a fim de ndo exorbitar o escopo desse trabalho

e ndo torna-lo demasiado longo, sera abordada apenas a familia que de fato possui

relevante importancia nas discussdes subsequentes, no caso, as rodopsinas.

Photoreceptor Proteins van der Horst and Hellingwerf

Table 1. Well-Characterized Classes of Chromophores and Photosensor Families®

CHRUOMOPHORES

classes example
R4

tetrapyrroles phytochromobilin

polyenes
o
coumaric acid
‘aromatics’
flavin

key structural element

Ry

retinal ( - T A

PHOTOSENSOR
FAMILY

Phytochromes

Rhodopsins

Xanthopsins

Cryptochromes

Phototropin

BLUF proteins

PHOTOCHEMISTRY

trans € cis

trans > cis

trans <> cis

electron transfer?

cysteinyl adduct
formation

proton transfer?

Fig. 1 — Divisao das seis familias de proteinas fotorreceptoras de acordo com o seu croméforo

(adaptado de Van der Horst & Hellingwerf, 2004).
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Rodopsinas

Opsinas sdo proteinas transmembranicas com massa aproximada de 30-50 kDa.
Elas agem, de modo geral, como detectores de luminosidade e estdo distribuidas em
todo o reino animal, embora proteinas semelhantes em estrutura, mas ndo em sequéncia
de amino&cidos, sejam encontradas em outros reinos como Archaea, Fungi e Plantae
(Spudich et al., 2000; Sineshchekov et al., 2002). Nestes Ultimos, as opsinas atuam
como bombas ibnicas ativadas por luz ou como detectores luminosos, porém néo existe
nenhuma evidéncia de que essas proteinas sejam estruturalmente relacionadas com as
opsinas animais (Terakita, 2005) e, por esse motivo, ndo serdo consideradas nas futuras
discussdes.

As opsinas sdo proteinas com sete dominios transmembranicos associadas a
proteina G. S3o compostas por uma por¢do protéica, denominada “opsina” e uma
por¢édo ndo protéica, conhecida como cromdéforo. O croméforo é um aldeido derivado da
vitamina A, denominado retinal, ligado a porcdo protéica através de um residuo de
lisina extremamente conservado (K296) localizado na sétima al¢a transmembranica. Tal
é o nivel de conservacao desse residuo, que sua presenca ou auséncia pode ser utilizada
para definir se uma nova proteina fotossensivel pertence a familia das rodopsinas ou ndo
(Terakita, 2005). O croméforo liga-se a sétima alca transmembréanica pela base de
Schiff, na qual o 4&tomo de nitrogénio do residuo de lisina (K296) forma uma dupla
ligagdo com o atomo de carbono do retinal. A base de Schiff é uma ligacéo
relativamente instavel e sua estabilizacdo é dada pela presenca de um contra ion, residuo
de aminoacido carregado negativamente. O contra ion € uma caracteristica fundamental
das opsinas, sendo inclusive utilizado na diferenciacdo entre opsinas de invertebrados e

opsinas de vertebrados: nestas € composto pelo glutamato na posicdo 113 (E113),
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enguanto naquelas ocorre a substitui¢cdo do glutamato e a posicdo altamente conservada

E181 serve como contra ion (Fig. 2) (Terakita, 2005).

(a)

Out

(b)

M\CHO

all-frans-retinal

Protonated
11-cis Schiff base K296

W
. og

O
v
Counterion ?,

(E113)

Fig. 2 — Estrutura das opsinas. (a) Representacdo dos sete dominios transmembréanicos e

sequéncia de aminoéacidos; (b) Porcdo ndo protéica das opsinas (cromoforo), antes (11-cis-
retinal) e apos (all-trans-retinal) a isomerizagdo; (c) Representacdo da estrutura tridimensional
das opsinas; (d) Representacdo esquematica da ligacdo da base de Schiff ao residuo de
aminoécido conservado K296 e o contra ion necessario & sua estabilizagdo (adaptado de

Terakita et al., 2005).
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Quando analisamos o fendbmeno da deteccdo luminosa realizada pelas opsinas
podemos observar que o croméforo assume um papel central no funcionamento desse
receptor. A molécula ativa presente no croméforo de todas as opsinas € o retinal, e é
através dele que ocorre a interacdo do foton de luz com o receptor. Dessa maneira,
quando um féton de luz é absorvido pela molécula de retinal, a energia absorvida é
capaz de provocar a isomerizacdo do 11-cis-retinal em all-trans-retinal, levando a
mudanca de conformacédo da opsina, ativacdo da proteina G acoplada e ao consequente
desencadeamento da via de sinalizacao.

A isomerizacdo do retinal € outro ponto de diferenciacdo entre opsinas de
vertebrados e invertebrados. Nos vertebrados, a transformacdo de 11-cis-retinal em all-
trans-retinal leva ao desacoplamento dessa molécula da porcdo protéica, sendo
considerada, portanto monoestavel, enquanto que nas opsinas de invertebrados o
cromoforo, mesmo apds a isomerizacdo, permanece ligado a proteina, sendo
considerado assim biestavel. Durante muito tempo monoestabilidade e biestabilidade
foram utilizados como critérios de diferenciacdo entre opsinas de vertebrados e
invertebrados, todavia experimentos recentes tém demonstrado que esse conceito nao
deve mais ser aplicado, pois algumas opsinas de vertebrados, como por exemplo, a
melanopsina, apresentam as duas formas de estabilidade do cromdforo (Davies et al.,
2011).

Atualmente existem milhares de opsinas identificadas que podem ser
classificadas em oito grupos grosseiramente distintos (Fig. 3): opsinas acopladas a
proteina Gy, presentes em fotopigmentos visuais e ndo visuais de vertebrados; opsinas
acopladas a proteina Ggq, presentes em fotopigmentos visuais de invertebrados e na
melanopsina; opsinas de invertebrados acopladas a proteina Gp; Opn3 acoplada a

proteina Gi/Go (teleost multiple tissue opsin (tmt) e encefalopsina); Opn5 acoplada a
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proteina G; (neuropsina); opsinas de cnidarios acopladas a proteina Gg; outros dois
grupos considerados como fotoisomerases: retinocromo e peropsina (Koyanagi &
Terakita, 2014). Os seis primeiros grupos sdo reconhecidamente proteinas
fotorreceptoras enquanto que os membros dos dois Gltimos utilizam a luz para
reisomerizar o croméforo de fotopigmentos bistaveis, ou seja, transformar o all-trans-
retinal em 11-cis-retinal, para que este possa ser utilizado em um novo ciclo visual.
Apesar do grande namero de opsinas identificadas atualmente, é curioso o fato de que
todas elas atuam através de, apenas, duas vias de sinalizacao distintas e aparentemente
muito bem conservadas durante a evolugdo. Essas vias sdo caracteristicas de receptores
rabdoméricos (invertebrados) e receptores ciliares (vertebrados) e serdo abordadas com

maiores detalhes adiante.
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11-cis-retinal
cyclic nucleotide signaling

Vertebrate visual pigment
- Vertebrate non-visual pigment

Gt -coupled opsin | == Gt, Gj ,Go

Opn3 (Encephalopsin)/TMT-opsin Gi/o-coupled opsin | == Gj, Go

Invertebrate Go-coupled opsin Go-coupled opsin J == Go, Gj

{ Cnidarian Gg-coupled opsin Gg-coupled opsin ' == Gg
[' Opn5 (Neuropsin) Gi-coupled opsin '-— Gj

—
phosphoinositol signaling
-G led visual pigment -
_E S s Gg-coupled opsin | = Ggq
= Opn4 (Melanopsin)
all-trans-retinal light
( :
T Peropsin Per. opsln) 4 all-trans-retinal
Retinochrome : 2
g Retinal photoisomerase | ¥ 11-cis-retinal

Fig. 3 - Divisdo das opsinas em 8 grupos. Os seis primeiros sdo proteinas fotorreceptoras,
ligadas ao 11-cis-retinal e atuam através de duas vias de sinalizagdo: fosfoinositideos e
nucleotideos ciclicos. Os dois ultimos grupos séo conhecidos como fotoisomerases, ligam-se ao
all-trans-retinal para, na presenga de luz, converté-lo em 11-cis-retinal (adaptado de Koyanagi

& Terakita, 2014).
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Melanopsina: Contexto Histdrico

Os ritmos bioldgicos vém sendo estudados desde o século XVIII e a primeira
pesquisa realizada nesse sentido foi feita pelo pesquisador francés Jean Jaques Ortous
de Marian em 1729. Desde entdo, uma série de estudos acabou por demonstrar
caracteristicas basicas dos ritmos biol6dgicos, como por exemplo, compensagdo a
temperatura e 0 seu periodo aproximado de 24 horas.

O estudo dos ritmos bioldgicos s6 ganhou o status de ciéncia ap6s 1960 com a
realizagdo do primeiro congresso sobre ritmos biologicos, chamado “Cold Spring
Harbor Symposium on Biological Clocks”. Nessa época ja havia um consideravel
conhecimento a respeito dos ritmos bioldgicos, principalmente com relacdo a sua
caracteristica enddgena, responsavel pela manutencao dos ritmos mesmo na auséncia de
pistas externas. Essa caracteristica trouxe a tona a hipdtese da existéncia de um reldgio
interno, um oscilador central onde todos esses ritmos seriam gerados. Em 1972, dois
estudos independentes chegaram a um provavel candidato a relégio central em
mamiferos. Friedrich Stephan e Irvin Zucker, através de lesGes pontuais no cérebro de
ratos, chegaram a uma estrutura conhecida como nucleo supraquiasmatico (NSQ).
Robert Moore e Nicholas Lenn chegaram a mesma estrutura, porém utilizando para isso
uma metodologia baseada na injecdo de aminoécidos radioativos nos olhos de ratos.
Essa metodologia, além de evidenciar os NSQs como oscilador central de mamiferos,
ainda demonstrou o caminho percorrido pela luz até alcanca-los, caminho esse que
conhecemos hoje como trato retinohipotalamico (RHT) (para revisdo ler Foster &
Kreitzman, 2004). Apesar da clara evidéncia que esse dois trabalhos trouxeram em
relacdo ao reldgio central de mamiferos, estes ndo forneceram provas suficientes para
sua determinagdo. A estrutura do reldgio central possui trés componentes basicos: (i)

Aferéncias, estruturas responsaveis por trazer os estimulos e pistas externas até o

10
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relogio central; (ii) Relogio central, responsavel pela geracdo dos ritmos e; (iii)
Eferéncias, responsaveis por levar os estimulos desencadeados pelo reldgio central ao
restante do corpo. Nesse caso, lesdes provocadas tanto no reldgio central quanto nas
eferéncias, levam a quadros idénticos de arritmicidade, e esse foi o grande
guestionamento na época, se 0s NSQs eram de fato o reldgio central de mamiferos ou
apenas uma eferéncia do sistema.

Somente em 1990, Ralph e colaboradores, através de uma linhagem de hamsters
com mutacdo Tau, conseguiram determinar de forma irrefutavel que os NSQs eram de
fato o reldgio central de mamiferos. Nesses animais, o periodo circadiano, que
normalmente era de 24,1 horas, passou a ser de 22 horas em animais com heterozigose e
20 horas quando em homozigose. A partir desse fato, os pesquisadores realizaram
lesBes nos NSQs dos animais selvagens (24,1h) e dos animais com homozigose (20h), e
transplantaram os NSQs de forma cruzada entre as linhagens. Os animais transplantados
assumiram o ritmo dos NSQs transplantados e, dessa forma, foi estabelecido o NSQ
como relégio central de mamiferos. A determinacéo do relégio central de mamiferos foi
um marco na cronobiologia, contudo ainda restava uma estrutura para ser determinada
nesse sistema, e € nesse contexto que a melanopsina comeca a ganhar destaque.

Na década de 90, iniciou-se a busca pelo fotorreceptor responsavel pela captacéo
luminosa e consequentemente pela sincronizacdo dos ritmos bioldgicos aos ciclos
diarios. Nesse quesito, a pesquisa em mamiferos foi de grande utilidade, pois nestes
todas as estruturas fotorreceptoras se concentram em um Unico 6rgdo, o olho (Foster,
1998). O inicio dessa busca deu-se com a utilizagdo de uma linhagem de camundongos
com homozigose para degeneracdo de retina (rd/rd) nos quais, embora houvesse a
completa degeneracdo dos bastonetes, aproximadamente 5% dos cones remanesciam

por mais de 18 meses (Carter-Dawson et al., 1978). Apesar da enorme perda de

11
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fotorreceptores, esses animais apresentavam respostas circadianas indistintas quando
comparadas a de animais normais (Foster et al., 1991). Esses dados juntamente com
estudos de degeneracdo de retina em humanos (Czeisler et al. 1995) levantaram a
hiptese da existéncia de um novo fotorreceptor presente na retina de mamiferos.
Contudo, a populacdo de cones remanescente na retina dos camundongos rd/rd (~5%)
ainda poderia ser a responsavel pela sincronizacdo desses animais (Foster et al., 1993).
Essa questdo sO foi resolvida com o desenvolvimento de uma linhagem de
camundongos nocautes para cones e bastonetes (rd/rd cl). Esses animais, apesar de
completamente desprovidos de cones e bastonetes, ainda eram capazes de se sincronizar
aos ciclos de claro e escuro com perfeicdo (Freedman et al., 1999). A partir desse
momento ficou evidente a existéncia de um terceiro fotorreceptor na retina de
mamiferos, o qual era responsavel pela sincronizacdo desses animais aos ciclos
circadianos. Trés anos depois, dois trabalhos independentes e langcados praticamente de
forma simultanea vieram a demonstrar quais eram esses fotorreceptores (Berson et al.,
2002) e qual o fotopigmento presente nessas células (Provencio et al., 2002).

O fotopigmento melanopsina foi primeiramente descoberto em melanoforos de
Xenopus leavis (Provencio et al., 1998) (Fig. 4). Desde sua descoberta, a melanopsina
surgiu como um possivel candidato a intermediar os fenémenos de sincronizacao nos
vertebrados, pois foi encontrada ndo apenas na pele e cérebro dessa ra, mas também em
sua retina. Em 2002, Provencio e colaboradores verificaram a presenca da melanopsina
num pequeno subgrupo de células ganglionares da retina de mamiferos, grupo este
muito semelhante ao identificado por Berson e colaboradores no mesmo ano. Essas
células representam aproximadamente 2,7% do total de células ganglionares (Sekaran et
al., 2003) e ttm como caracteristica uma capacidade fotossensivel intrinseca e, por esse

motivo, foram denominadas ceélulas ganglionares retinianas intrinsecamente

12
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fotossensiveis (ipRGCs) (Fig. 5). Devido a semelhanca entre a localizacdo da
melanopsina e a distribuicdo das ipRGCs diversos estudos se sucederam no intuito de
verificar se a melanopsina era de fato o fotopigmento responsavel pela sincroniza¢dao em
mamiferos. Destes podemos destacar um estudo (Panda et al., 2003) o qual, através do
estabelecimento de uma linhagem de camundongos triplo nocautes (rd/rd Opn4™),
demonstrou de forma muito elegante que a melanopsina é essencial a sincronizagédo
desses animais, pois a sua remocdo levou a completa perda das respostas referentes aos
estimulos luminosos (Fig. 6). Contudo, somente a remocao do gene Opn4 provocou
apenas uma atenuacdo na resposta desses camundongos aos ciclos circadianos (Ruby et
al., 2002; Panda et al., 2002; Lucas et al., 2003; Panda et al., 2003), evidenciando que
cones e bastonetes podem parcialmente compensar a perda da fotossensibilidade das

ipPRGCs mas que em contra partida, estas podem compensar completamente a perda de

cones e bastonetes (Hankins et al., 2007).

Fig. 4 — Melandforos fotossensiveis de Xenopus laevis. Em dark, célula submetida ao escuro
constante, com agregacdo dos granulos de melanina ao redor do nucleo. Em light, célula
submetida ao estimulo luminoso e a consequente dispersdao dos granulos de melanina pelo

citoplasma. Imagem gentilmente cedida por Mark D. Rollag.

13
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Depois de comprovado o envolvimento da melanopsina nas respostas
circadianas de mamiferos, diversos estudos foram realizados utilizando sua expressédo
heter6loga em diferentes modelos. A expressdo heterdloga da melanopsina tornou
fotossensivel varios tipos celulares como células COS (Newman et al., 2003), od6citos
de Xenopus (Panda et al., 2005), células Neuro-2A (Melyan et al., 2005) e células HEK-
293 (Qiu et al., 2005). Em conjunto, esses experimentos comprovaram que 0 gene da
melanopsina era capaz de expressar um fotopigmento completamente funcional e
encerraram 0S possiveis questionamentos da atuacdo da melanopsina como uma
fotoisomerase (Foster & Bellingham, 2002). Muito embora com seu papel devidamente
definido em mamiferos, a melanopsina ainda levantaria uma série de questdes, das quais

muitas seriam respondidas e outras tantas permanecem ainda por responder.
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TRENDS in Neurosciences

Fig . 5 — Representacdo esquematica de retina de mamiferos. RPE, epitélio pigmentar da retina.
C e R, cones e bastonetes respectivamente. H, células horizontais. B, células bipolares. A,
células amacrinas. G, células ganglionares. pRGC, células ganglionares fotossensiveis. Output,
nervo éptico formado pelos axdnios das células ganglionares (adaptado de Hankins et al.,
2007). Porcdo inferior, experimento realizado em camundongos (rd/rd cl) demonstrando que um
subgrupo de células ganglionares apresenta aumento de célcio citoplasméatico quando

estimulado por luz (pRGCs) (Sekaran et al., 2003).
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Fig. 6 — Determinacdo do papel da melanopsina na regulagdo dos ritmos circadianos em
mamiferos. Registro da atividade locomotora (actograma) de: WT, camundongos normais;
Opn4™; camundongos com remogdo do gene da melanopsina; rd/rd, camundongos com
degeneracdo de retina (auséncia de cones e bastonetes); rd/rd Opnd”, camundongos triplo

nocautes (cones, bastonetes e melanopsina) (adaptado de Panda et al., 2003).

Estrutura da Melanopsina

A melanopsina é uma proteina com sete dominios transmembranicos, acoplada a
proteina G, que se liga covalentemente ao cromoforo 11-cis-retinal pela base de Schiff.

Tais caracteristicas a enquadram com perfeicdo dentro da familia das rodopsinas, mas
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analises mais detalhadas sobre sua estrutura revelariam que esse fotopigmento era mais
complexo do que se imaginava.

Tao logo a melanopsina foi descoberta, uma das primeiras caracteristicas
observadas foi que ela possuia uma maior semelhanca com opsinas de invertebrados do
que com opsinas de vertebrados. A sequéncia deduzida de aminoacidos de sua estrutura
apresentou uma similaridade de 39% quando comparada a rodopsina de polvo, enquanto
que, quando comparada a uma opsina tipica dos vertebrados, apresentou apenas 30% de
homologia (Provencio et al., 1998). As semelhancas com opsinas de invertebrados nao
residem apenas em sua sequéncia de aminoacidos, mas se estendem a dominios tidos
como de fundamental significancia. Primeiro, a melanopsina possui uma substituicdo na
posicdo do contra ion glutamato (E113) de opsinas de vertebrados por tirosina (Tyr-
113); consequentemente foi sugerido que o glutamato na posicdo 181 (E181) serviria
como contra ion para estabilizar a ligacdo da base de Schiff (Yan et al., 2003). Segundo,
a melanopsina possui uma insercdo na terceira alga citoplasmatica, ausente em opsinas
de vertebrados, a qual é responsavel pela determinacdo da familia de proteina G que
sera ativada pela opsina. E terceiro, a melanopsina possui uma longa cauda
citoplasmatica (C-terminal), contendo 14 possiveis sitios de fosforilacdo, os quais
sugerem que o estado de ativacdo da melanopsina pode ser regulado por quinases
(Provencio et al., 1998).

Estudos posteriores demonstraram a sua presenca na retina de todas as classes
de vertebrados (Provencio et al., 1998; Provencio et al., 2002; Bellingham et al., 2002;
Chaurasia et al., 2005; Frigato et al., 2006). Até 2006, acreditava-se que a Unica
melanopsina encontrada nas diferentes classes de vertebrados fosse ortdloga a
originalmente encontrada em Xenopus. Porem, as comparacOes realizadas entre as

sequéncias de aminoacidos deduzidas para essa opsina (Bellingham et al., 2002;
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Bellingham & Foster, 2002) mostraram que a semelhanca das sequéncias entre as
diferentes espécies analisadas era muito menor (em torno de 55%) quando comparada a
de familias de opsinas mais tradicionais como as encontradas em cones e bastonetes
(85% de semelhanca entre rodopsinas de humanos e Xenopus).

Diante dessa marcante observacéo, varias hipdteses surgiram para justificar essa
aparente falta de semelhanca entre as melanopsinas de diferentes classes. Em 2006, um
estudo realizado por Bellingham e colaboradores demonstrou que vertebrados néo
mamiferos possuem dois genes codificadores de melanopsina, denominados Opn4m
(mammalian-like) e Opn4x (Xenopus-like). As comparacbes realizadas dentro dos
grupos Opndm e Opn4x demonstraram uma semelhanca relativamente alta, maior que
66%, enquanto que as semelhancas entre os grupos foram consideravelmente menores,
em torno de 55%. Curiosamente, em mamiferos foi encontrado apenas um gene que
codifica a melanopsina (Opn4m), e a explicacdo mais aceita atualmente é que a perda do
gene Opn4x ocorreu logo no inicio da evolucdo dessa classe, num periodo conhecido
como “gargalo noturno”, 0 qual levou a uma significativa reducdo das estruturas
fotorreceptoras em mamiferos.

Apesar desses dados parcialmente justificarem a aparente variacdo
interespecifica da melanopsina, eles trouxeram consigo a necessidade de uma
comparagdo funcional mais detalhada entre os dois genes, Opndm e Opn4x, para
esclarecer a aparente redundancia da existéncia de duas melanopsinas em vertebrados
ndo mamiferos. Essa situacdo se torna ainda mais complexa quando levamos em conta
animais como o peixe teledteo Danio rerio, onde foram encontrados ndo dois, mas

cinco genes que codificam a melanopsina (Davies et al., 2011).
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Fototransducédo da Melanopsina

Depois que a melanopsina foi identificada na retina de todas as classes de
vertebrados, a divisdo até entdo existente das opsinas, em opsinas de vertebrados e
opsinas de invertebrados, comegou a ser questionada, pois, como mencionado
anteriormente, essa opsina possui todas as caracteristicas de um fotopigmento de
invertebrado. Atualmente, os termos que melhor descrevem esta divisdo sdo baseados
na origem das células fotorreceptoras. Logo, fotopigmentos presentes em
fotorreceptores rabdoméricos (invertebrados) sdo denominados opsinas rabdoméricas,
enquanto fotopigmentos presentes em fotorreceptores ciliares (vertebrados), opsinas
ciliares. A presenca de opsinas rabdoméricas na retina de vertebrados se justifica pelo
fato de que as células ganglionares da retina, as células horizontais e as células
amaécrinas terem evoluido a partir de um fotorreceptor ancestral rabdomérico, diferente
de cones e bastonetes, os quais sdo derivados de um precursor ciliado comum (Arendt et
al., 2003).

As vias de transducdo em fotorreceptores rabdoméricos e ciliares ja estdo bem
descritas na literatura. A via de sinalizacdo em fotorreceptores rabdoméricos foi
estudada principalmente em droséfilas (Hardie & Raghu, 2001) e, de maneira geral,
essa cascata de sinalizacdo envolve a ativacdo de proteina Gg/Gi1, ativagdo de
fosfolipase C (PLC) e subsequente abertura de canais de potencial receptor transitorio
subtipo C (TRPCs), resultando na despolarizacdo da membrana celular. Ja 0 mecanismo
de fotorrecepgdo visual em vertebrados (fotorreceptores ciliares) é bem diferente,
envolvendo a ativacdo da transducina (Gy), fosfodiesterase de GMPc, hidrdlise de
GMPc, fechamento dos canais ativados por nucleotideos ciclicos (CNG) e a
conseqiiente hiperpolarizacdo da membrana plasmatica (Hardie & Raghu, 2001;

Arshavsky et al., 2002).
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As caracteristicas apresentadas pela melanopsina imediatamente sugeriram um
forte paralelo com o sistema de fototransducdo de invertebrados. Alguns dos estudos
essenciais na determinacdo da melanopsina como um fotopigmento funcional também
ajudaram a elucidar a sua via de sinalizacdo. Em odcitos de Xenopus foi demonstrado
que a ativacao de melanopsina se da atraves da proteina Gq11 (Panda et al., 2005). Em
células HEK293 (human embryonic kidney cell line) expressando melanopsina humana,
a sinalizacdo por luz evoca a ativacdo de fosfolipase C, e hd aumento de célcio
citoplasmatico proveniente de estoques intracelulares (Qiu et al., 2005; Kumbalasiri et
al., 2006). Os estudos em células Neuro-2a evidenciaram que a melanopsina € um
fotopigmento biestavel (Melyan et al., 2005), o que esta de acordo com a localizacao e o
papel desempenhado por ela nos vertebrados. O primeiro evento na fotoativacdo da
melanopsina € a fotoisomerizacdo do retinaldeido do cromoforo de 11-cis-retinal para
all-trans-retinal. Em células fotorreceptoras como cones e bastonetes, o 11-cis-retinal
provém de varias etapas enzimaticas, processo conhecido como ciclo visual, no qual ele
é regenerado a partir de all-trans nos segmentos externos do fotorreceptor. No entanto,
enzimas chave dessa via estdo no epitélio pigmentar da retina (EPR), essencial,
portanto, para essa regeneracdo. Como a melanopsina é encontrada nas camadas mais
superficiais da retina de mamiferos, distante do EPR, é improvavel gue a regeneracéo
do croméforo 11-cis-retinal para a melanopsina ocorra no EPR. Possivelmente, in vivo,
as células ganglionares regeneram 11-cis da melanopsina de forma independente de
outros tipos celulares (Tu et al., 2006). Isso estaria de acordo com o fato de que
fotorreceptores rabdomeéricos regeneram seu cromoforo in situ, processo ativado por um
comprimento de onda diferente do estimulo para fotorrecepcdo. Também explicaria

como melanoforos de Xenopus laevis e células ZEM-2S de Danio rerio regeneram seu
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cromoforo quando em cultura pura do mesmo tipo celular responsavel pela
fotorrecepcao.

Um estudo que descreveu com riqueza de detalhes a via de transducdo da
melanopsina foi realizado em nosso laboratorio com melandforos fotossensiveis de
Xenopus (Isoldi et al., 2005). Diferentemente do que havia sido feito em modelos
anteriores, onde a melanopsina era expressa heterologamente, em melanoforos de
Xenopus a melanopsina € expressa naturalmente, de modo que eventuais
guestionamentos sobre o correto funcionamento desta opsina, nao seriam
fundamentados. Esse estudo demonstrou que a fotodispersdo dos melanossomos é
iniciada pela ativacdo fotica da melanopsina. A PLC é entdo ativada, provavelmente via
proteina Gq, e aumenta a producédo de inositol trisfosfato (IP3) dentro da célula através
da hidrolise de um fosfolipide presente na membrana celular (fosfatidilinositol 4,5
bisfosfato). O aumento de IP; gera um aumento da concentragdo de Ca* intracelular
que, consequentemente, ativa proteina quinases dependentes de Ca*? (PKC), as quais
sdo responsaveis pela dispersdo dos melanossomos. Porém, nesse estudo também foi
relatado um aumento de GMPc intracelular frente ao estimulo luminoso, o qual
permanece sem explicacdo até o momento, pois o blogueio desse aumento ndo afeta a
resposta de dispersdo melanossémica. Esse aumento de GMPc pode refletir um
crosstalk entre vias de sinalizacdo e, somado ao fato da posterior descoberta de que a
melanopsina é expressa através de dois genes diferentes em vertebrados ndo mamiferos,
Opndm e Opndx (Bellingham et al., 2006), deu origem a uma nova linha de
investigacdo, a qual pretende avaliar possiveis diferencas entre as vias de sinalizacao

das proteinas produzidas pelos genes Opn4dm e Opn4x.
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Relogios Periféricos

Os estudos dos reldgios periféricos tiveram como base a descoberta de que 0s
ritmos circadianos estdo enraizados no nosso codigo genético (Konopka & Benzer,
1971). Os ritmos observados nos organismos sao gerados por genes conhecidos como
genes do relogio, estes ndo sdo expressos apenas nos relégios centrais ou em
determinados grupos de organismos, mas estdo presentes e sdo expressos na maioria dos
organismos vivos e na maioria de suas células (Huang et al., 2011).

Diversos estudos demonstraram que a presenca desses genes nas células e em
tecidos periféricos permitia sua sincronizacdo independentemente do reldgio central.
Em drosofilas, foi demonstrado que fragmentos do corpo mesmo quando separados sdo
capazes de se sincronizar aos ciclos de claro e escuro (Plautz & Kay, 1997), assim como
no peixe teledsteo Danio rerio, no qual tecidos e érgdos podem ser sincronizados por
luz (Whitmore et al., 2000). Experimentos em cultura celular também foram de grande
valia, pois demonstraram que mesmo células em cultura podem ser sincronizadas por
diversos fatores como luz (Whitmore et al., 2000; Pando et al., 2001; Farhat et al.,
2009), temperatura (Buhr et al., 2010) e choque de soro (Balsalobre et al., 1998). E até
mesmo tecidos de mamiferos, quando isolados em cultura, podem ser sincronizados por
estimulos de temperatura (Buhr et al., 2010).

Considerados isoladamente, osciladores centrais e periféricos possuem
caracteristicas praticamente idénticas quanto ao mecanismo que leva a sua
sincronizacdo (isto &, 0s genes responsaveis pela geracdo dos ritmos). A diferenca
preponderante entre esses dois sistemas esta no fato de que, quando isolados em cultura,
os osciladores centrais mantém a expressdo ritmica dos genes de relégio, enquanto que
os osciladores periféricos ndo sdo capazes de sustentar esse ritmo, perdendo a expressdo

ritmica desses genes dentro de alguns dias (Yamasaki et al., 2000). Deve-se ressaltar
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que, de forma bastante curiosa, quando as celulas dos NSQs séo dissociadas e colocadas
em cultura, elas agem de forma completamente independente, perdendo a sincronizagédo
(Welsh et al., 1995) como se fossem osciladores periféricos e revelando que a
associacdo entre essas células é de extrema importancia para a manutencdo da robustez
de seu ritmo.

O estudo dos relogios periféricos é relativamente novo e sé recentemente se
estabeleceu como um campo de estudo. A grande questdo atualmente € como se da
especificamente a interacdo entre o oscilador central e os osciladores periféricos, e de
gue maneira estes Gltimos podem influenciar na geracdo e manutencdo dos ritmos nos
organismos. Até algum tempo atras, acreditava-se na hierarquia do oscilador central
sobre o oscilador periférico. No entanto, vérios laboratorios demonstraram a
independéncia do oscilador em muitos tecidos (Yamazaki et al., 2000; Abe et al., 2002;
Bartell et al., 2004; Yoo et al., 2004; Costa et al., 2005; Davidson et al., 2005), que
provavelmente contém elementos sincronizadores (Yoo et al., 2004). Como exemplo
classico de independéncia dos osciladores periféricos em relacdo aos osciladores
centrais, temos a sincronizacdo através da alimentacdo que, ao longo dos anos, vem
fornecendo evidéncias da existéncia de um oscilador sincronizado pela alimentacéo
(FEO — food entrainable oscillator) independente dos NSQs de mamiferos (para revisao
ler Blum et al., 2012).

O que torna ainda mais interessante a discussao sobre os relogios periféricos é
que, em vertebrados ndo mamiferos, existe uma extensa gama de fotorreceptores
espalhados por todo o corpo (Foster & Soni, 1998). Essa é uma forte evidéncia da
importancia dos osciladores periféricos e suscita questdes a respeito da reciprocidade
entre os osciladores circadianos. Nesse sentido ganham importancia os fotopigmentos e

inclusive a melanopsina, que ja foi detectada nos relogios periféricos de Gadus morhua
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(Bellingham et al., 2006), Xenopus laevis (Provencio et al., 1998) e Gallus gallus (Lima
et al., 2006), uma vez que sdo essenciais na sincronizacdo dos osciladores periféricos
por luz. Assim um estudo mais detalhado de como esses fotopigmentos intermedeiam 0s
processos de sincronizacdo, a fim de se entender como os sinais desencadeados por eles
alteram a expressdo dos genes do reldgio, é importante para determinar o correto
funcionamento dos osciladores periféricos e estabelecer a sua funcdo no organismo

como um todo.

Os Aspectos Genéticos dos Relogios Biologicos

Como ja mencionado, o primeiro experimento que demonstrou que 0s ritmos
bioldgicos estavam codificados no DNA foi realizado em drosofilas em 1971 (Konopka
& Benzer, 1971). Drosofilas possuem o ritmo circadiano proximo de 24 horas; atraves
da inducdo de mutacdes genéticas por agentes quimicos esses pesquisadores
conseguiram modificar o periodo desses ritmos e determinar que o gene responsavel por
essa alteracdo se encontrava localizado no cromossomo X. Esse primeiro gene
identificado foi nomeado de Per (period) por ser o responsavel pela determinagcdo do
periodo do ritmo nesses animais. Somente anos depois da descoberta desse gene, apos o
desenvolvimento de ferramentas mais modernas de biologia molecular, é que o
funcionamento dos chamados genes do reldégio comecou a ser desvendado.

O mecanismo genético do reldgio circadiano estd baseado em alcas de
retroalimentacdo positiva e negativa, envolvendo produtos de genes ciclicos que podem
controlar sua propria sintese atraves da regulacdo positiva e negativa de genes e
proteinas (Dunlap, 1999; Shearman et al., 2000; Okamura et al., 2002) (Fig. 7). Em
mamiferos, a alca positiva é representada pelos genes Clock e Bmall (brain and muscle

Arnt-like protein 1), cujas proteinas formam um heterodimero CLOCK:BMAL1, que
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atua como fator de transcricdo para a expressdo dos genes Perl, 2 e 3, Cryl e 2
(Yamaguchi et al., 2000). O estimulo a expressdo dos genes Per e Cry da inicio a
segunda alca de retroalimentacédo, dessa vez negativa, na qual as proteinas PER e CRY
formam oligbmeros com uma caseina quinase, que sdo fosforilados e transportados do
citoplasma para o nucleo, onde bloqueiam a sua propria transcricdo ao interagirem com
0 heterodimero CLOCK:BMAL1 inibindo sua acdo como fator de transcricdo (Young &
Kay, 2001; Okamura et al., 2002).

Entretanto, ndo sdo apenas estes genes que participam da regulacdo dos ritmos
celulares. O dimero CLOCK:BMAL1 ativa uma segunda alca de retroalimentacédo
composta pelos genes Rev-erb o/ e Ror o/ff que agem coordenadamente com 0s genes
descritos acima. As proteinas ROR o/f e REV-ERB o/f atuam sobre a mesma regido do
promotor de Bmall, Retinoic acid-related Orphan receptor Response Element (RORE),
de forma competitiva, na qual o primeiro inicia a transcricdo de Bmall, e o segundo a
inibe (Buhr & Takahashi, 2013). As proteinas REV-ERB o/ aumentam com a indugdo
da transcricdo de CLOCK:BMALL e véo para o ndcleo, ligando-se ao promotor de
Bmall e reprimindo sua transcrigdo (Preitner et al., 2002). Uma alta expresséo de REV-
ERB o/f ¢é capaz de inibir a agdo de ROR o/f (Guillaumond et al., 2005), dessa
maneira, quando a proteina REV-ERB estd ausente, o gene Bmall é novamente
transcrito com o auxilio de ROR o/B, podendo formar novamente o fator de transcri¢éo
CLOCK:BMAL1, reiniciando um novo ciclo circadiano. Assim como os genes Rev-erb
o/f e Ror o/f, a enzima caseina quinase le (CKle) é um elemento essencial na
regulacdo dos genes de relogio. A CKle ¢ responsavel pela fosforilagdo e consequente
estabilidade das proteinas PER no citoplasma da célula. Mutagdes no gene da CKle
levaram a descoberta do primeiro mamifero mutante para ritmos circadianos, 0s

hamsters com mutagéo Tau (Ralph & Menaker, 1988).
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Toda essa dinamica entre as algas positivas e negativas leva aproximadamente
24 horas para se concluir (Bass & Takahashi, 2010; Zhang & Kay, 2010). Em geral, um
ciclo tipico tem inicio nas primeiras horas da manha com a ativacdo da transcricdo de
Per e Cry por CLOCK:BMALL. Os niveis de transcri¢do atingem seu apice por volta de
meio-dia e os niveis de proteina no citoplasma atingem o seu apogeu cerca de duas

horas depois (Sangoram et al., 1998, Gotter et al., 2000, Albrecht & Eichele, 2003).
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Fig. 7 — Representacdo do mecanismo de funcionamento dos genes de relégio. Em verde e azul
o dimero CLOCK/BMALL representando a al¢a positiva do sistema. O dimero atua na regido
promotora dos genes Per e Cry, Rev-erb o/ e Ror a/f. A transcri¢do dos genes Per e Cry da
inicio a alga negativa, enquanto as proteinas REV-ERB a/p ¢ ROR o/f competem pela inibi¢do
ou ativacdo do gene Bmall respectivamente. As proteinas PER e CRY associam-se, juntamente
com uma caseina quinase, inibindo a acdo do dimero CLOCK/BMALL1 no ndcleo e inibindo a
transcricdo de seus proprios genes. A finalizagdo da alga negativa ocorre com o auxilio de
enzimas como CKle e AMPK ou GSK3p que hiperfosforilam as proteinas PER e¢ CRY,
respectivamente, para que sejam degradadas nos proteossomos, e se inicie um novo ciclo

(adaptado de Buhr & Takahashi, 2013).
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Modelo de Estudo: Células Embrionarias ZEM-2S de Danio rerio

O peixe teledsteo Danio rerio, popularmente conhecido como zebrafish, tem
sido usado como modelo de desenvolvimento de vertebrados por décadas. As principais
caracteristicas que fazem desse animal um excelente modelo de estudo nas mais
diversas &reas do conhecimento estdo relacionadas ao seu desenvolvimento e a sua
reproducdo. O zebrafish € um peixe pequeno, robusto, de baixo custo e de facil
reproducdo em laboratdrio (Spence et al., 2008). Seus embrifes sdo transparentes,
pequenos e possuem um rapido desenvolvimento. Cerca de 24 a 36 horas apds a
fertilizacdo, todos os precursores de Orgdos e sistemas podem ser reconhecidos no
embrido (Spence et al., 2008; Vatine et al., 2011). Apesar de ser um excelente modelo
para o estudo do desenvolvimento, seu uso tem se expandido, tornando o zebrafish um
modelo ideal também para o estudo de sistemas visuais (Billota & Saszik, 2001),
mecanismos de dor (Gonzalez-Nunez & Roriguez, 2009), farmacologia, pesquisa clinica
como um modelo de doencas, e na descoberta de novas drogas (Chakraborty et al.,
2009).

Outra marcante caracteristica desse animal é a sua capacidade de perceber luz
através de seus Orgaos, tecidos e mesmo por células em cultura (Whitmore et al., 2000;
Car & Whitmore, 2005; Farhat et al., 2009). Tal caracteristica faz do zebrafish um
excelente modelo para estudos de sincronizacdo e analise dos mecanismos genéticos do
relogio bioldgico, porém deve-se ressaltar que existem fatores complicadores nessa
analise devido ao evento de duplicacdo génica pelo qual os peixes teleGsteos passaram.
Em zebrafish existem seis genes cry e quatro genes per (Vatine et al., 2011), assim
como recentemente foram detectados cinco genes da melanopsina (Davies et al., 2011),
aumentando dessa forma, consideravelmente, o grau de complexidade nas analises desse

modelo.
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O modelo de estudos escolhido nesta tese € representado por células
embrionarias de zebrafish, uma linhagem comercial conhecida como ZEM-2S. A
capacidade de percepcdo luminosa dessas células ja foi caracterizada por um estudo
anterior realizado pelo nosso grupo (Farhat et al., 2009), o qual demonstrou que a
linhagem de células embrionarias ZEM-2S exibe uma proliferacdo diferencial quando
exposta a diferentes ciclos de claro e escuro. Em adicéo, analises moleculares dos genes
do relégio demonstraram que essas células sdo capazes de se sincronizarem aos ciclos
de claro e escuro através da expressdo ritmica de genes de reldgio como clock, perl e
crylb, que conhecidamente sdo responsaveis por sincronizar os ritmos biologicos ao
fotoperiodo ambiental. Mas talvez a caracteristica mais importante pertinente a esta tese
tenha sido a confirmacdo da expressao dos genes da melanopsina opndm e opn4x (hoje
conhecidos como opn4m-1 e opn4m-2).

Apesar desse estudo demonstrar de forma inequivoca a fotossensibilidade das
células ZEM-2S, a via de sinalizacdo que leva a sincronizacao dessas células ainda ndo
foi determinada, assim como o pigmento fotorreceptor que a desencadeia. Essa é uma
questdo ainda muita debatida no meio cientifico, no qual varios candidatos sdo
propostos para desempenhar o papel do fotopigmento circadiano em relégios periféricos
de zebrafish. Dentre eles podemos destacar: (i) opsinas como teleost multiple tissue
opsin (tmt-opsin) e a vertebrate ancient opsin (va-opsin); (ii) os criptocromos que, em
drosofilas, sdo responsaveis pela fotorrecepcéo circadiana (Cermakian et al., 2002); (iii)
processos de estresse oxidativo através da ativacdo de oxidases contendo flavinas e
producéo de especies reativas de oxigénio (ROS) (Uchida et al., 2010).

Um dos possiveis candidatos a dar inicio a essa via € a melanopsina, fazendo
com que esse estudo tenha extrema importdncia ndo apenas para elucidacdo da

fototransducdo nessas celulas, mas também para a futura determinacdo da
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funcionalidade das duas formas variantes de melanopsina existentes em vertebrados ndo
mamiferos, expressas através dos genes Opn4m e Opndx, que ainda permanecem em

discussdo no meio cientifico.

30



Objetivos



OBJETIVOS

Determinar a presenca e localizacdo das melanopsinas nas células ZEM-2S.

Determinar a via de sinalizagdo que desencadeia a resposta a estimulos
luminosos em células da linhagem ZEM-2S de Danio rerio.
Estabelecer metodologias eficientes de transfeccdo de RNA de interferéncia

e de plasmideo perl:luc.
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Manutencéo de Células ZEM-2S

Células embrionéarias ZEM-2S de Danio rerio foram mantidas em meio com
50% de L15, 35% de D-MEM, 15% de F12 e 15 mM de HEPES (Gibco, EUA),
complementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Vitrocel, Brasil) e 1% de
antibidtico/antimicético (10.000 U/mL penicilina; 10.000 pg/mL estreptomicina; 25
pg/mL anfotericina B), em estufa a 28° C. O meio de cultura foi trocado duas vezes por
semana e as células foram subcultivadas (1:3) quando atingiram a confluéncia nos
frascos. Para tanto foram removidas com solugdo de Tyrode/EDTA (NaCl 8,0 g/L; KCI
0,2 g/L; NaHCO;3; 1,0 g¢/L; NaH,PO,4 0,05 g/L; MgCl, 1,0 g/L; EDTA 1,86 g/L) e
transferidas para novos frascos.

Para a realizacdo de todos os experimentos, a concentracdo de soro fetal bovino
foi reduzida para 2% e foi adicionado retinaldeido (Sigma, EUA) em concentracdo final
de 107 M. Para se determinar a correta densidade celular para cada experimento descrito
abaixo, as células ZEM-2S foram destacadas dos frascos de cultura, centrifugadas a 500
X g por 5 min, ressuspendidas em meio de cultura e contadas em camara de Neubauer.
Quando os experimentos envolviam estimulacdo por luz, todos os procedimentos que

antecederam a estimulagdo foram conduzidos sob luz vermelha de baixa intensidade.

Determinacdo das Melanopsinas por Ensaio Imunocitoquimico

A expressdo e a localizacdo das proteinas da melanopsina na linhagem ZEM-2S
foram avaliadas por ensaio de imunocitoquimica. Neste processo, as preparagdes
fixadas e permeabilizadas foram incubadas com anticorpos especificos para as proteinas

em questdo. A localizacdo dos anticorpos primérios foi visualizada com anticorpos
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secundarios conjugados com os fluoréforos isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou
Cys.

Os anticorpos anti-melanopsina foram desenvolvidos em coelhos inoculados com
0s antigenos para as diferentes sequéncias (Covance, EUA), conforme apresentado na

Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncias dos antigenos inoculados em coelhos

Opn4dml (por¢do C-terminal) Cys- Gly- Arg- Phe- Arg- Phe- Arg-
Arg- Thr- Ser- Thr- Gly- Lys- Ser- Arg- Leu- Ser- Ser- Ala- Ser-

Danio rerio Asp- Ser

Opn4dm2 (porcdo N-terminal) Met- Ser- His- His- Ser- Ser- Trp-

Arg- Gly- His- His- Cys- Ala- Pro- Gly- Cys

As células foram semeadas em placas de 96 po¢os em uma densidade celular de
10* células/pogo. Ap6s adesdo por 24 h em estufa a 28° C, as células foram fixadas em
4% de paraformaldeido diluido em PBS, a 4° C durante 1 h. Em seguida as células
foram lavadas com PBS 3 vezes por 10 min. Os sitios nao especificos foram bloqueados
com 3% de soro de cabra (Sigma, EUA) diluido em PBS e incubado por 30 min a 4°C.
Apbs nova lavagem com PBS, 3 vezes por 10 min, as células foram incubadas por 1 h a
temperatura ambiente com o anticorpo primario para Opn4m-1 ou com 0 anticorpo
primario para Opn4m-2, nas concentragdes de 1:100 a 1:5000 em tampdo de incubag&o.
Apbs 3 lavagens com PBS por 10 min, as células foram incubadas com anticorpo
secundario anti-coelho, conjugado a FITC ou Cy3 (feito em cabra, Jackson
Laboratories, EUA) em tampdo de incubacdo, durante 1 h, protegidas de luz e a

temperatura ambiente.
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Em seguida, as células foram novamente lavadas com PBS, 3 vezes por 10 min e,
posteriormente, foi adicionado meio aquoso Vectashield contendo DAPI (Vector
Laboratories, EUA). O tampédo de incubacdo utilizado para diluicdo dos anticorpos
primario e secundario contém 1% de albumina de soro bovino (Calbiochem, EUA),
0,25% de carragenina lambda (Sigma-Aldrich, EUA) e 0,3% de Triton-X-100 (Sigma-
Aldrich, EUA). As imagens foram obtidas em microscopio invertido de fluorescéncia

(Axiovert 40 CFL, Zeiss, Alemanha).

Estimulacéo por Luz Azul

Para investigar a influéncia da luz sobre os genes de reldgio, as células ZEM-2S
foram semeadas em frascos de 25 cm? em uma densidade celular de 2.10° células/frasco
e foram colocadas em escuro constante (EC) por 6 dias em estufa a 28°C. No inicio de
sétimo dia, foram estimuladas com luz azul (Iampada Golden Plus, 4,5 watts, 60 leds,
Paulista Business Com. Imp. Exp. Prod. Eletr. Ltda., Brasil, 450-475 nm, com
intensidade de 87,85 a 95,17 pwatts/cm?). A intensidade foi mantida em 650 lux,
medida com o auxilio de um luximetro (LX-102, Lutron Eletrovic Enterprise, Taiwan).
A duracdo do pulso de luz foi de 10 min, e em seguida as células foram mantidas em EC
em estufa a 28°C até 0 momento de extracdo. A extracdo ocorreu nos temposde 1,2, 6
e 12 h apds o pulso de luz . Os grupos controle foram mantidos em EC ao longo do

experimento e 0 RNA foi extraido conjuntamente com os grupos tratados.

Inibicdo de componentes das vias de sinalizacéo
Para investigar a via de sinalizacdo que modula a expressdo dos genes de reldgio
através do estimulo luminoso, as células foram separadas em quatro grupos (1) EC, (1)

EC na presenca de inibidores especificos, (I11) pulso de luz, como no protocolo anterior
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e (IV) pulso de luz na presenca de inibidores. A montagem e execucdo desse protocolo
foi idéntica a descrita no protocolo anterior, com excecdo de que os inibidores foram
adicionados as células 30 min antes do estimulo de luz, permanecendo nas garrafas ao
longo de todo o experimento. Utilizaram-se os seguintes inibidores: U-73122 (inibidor
de fosfolipase C, PLC), BAPTA-AM (quelante de célcio), RO 31-8220 (inibidor de
proteina quinase C, PKC), KN-93 (inibidor de calcio/calmodulina quinase Il, CaMK 11),
L-NAME (inibidor de oxido nitrico sintase, NOS), PD-98059 (inibidor de MEK), SQ-
22536 (inibidor de adenilil ciclase), todos da Enzo Life Sciences, EUA. Todos foram
dissolvidos em DMSO (concentracdo maxima de 0,1% no meio), exceto L-NAME e
SQ-22536 que foram dissolvidos em agua MilliQ estéril. O RNA foi extraido 2 h ap6s o

estimulo luminoso.

Producéo de éxido nitrico em resposta ao estimulo luminoso

Para demonstrar a producdo de éxido nitrico (NO) em resposta a luz, as células
da linhagem ZEM-2S foram semeadas em placas proprias para microscopia confocal
previamente tratadas com poli-D-lisina (Sigma-Aldrich, EUA), a uma densidade de 10*
células/placa. As células foram mantidas em EC a 28° C por pelo menos 24 h antes da
estimulacdo. No dia do experimento, as células tiveram o meio de cultura removido e
substituido por uma solucéo de PBS contendo 5 uM do marcador de éxido nitrico DAR-
4M AM (Enzo LifeSciences, EUA) suplementado com 100 uM de L-arginina (Sigma-
Aldrich, EUA). Apos incubacdo por 30 min em EC a 28° C, as células foram lavadas
trés vezes com PBS para remocdo do excesso do marcador fluorescente e foram levadas
para analise em microscopia confocal. As imagens foram capturadas em microscopio
confocal LSM-510 (Carl Zeiss, Alemanha) e os comprimentos de onda de excitacéo e

emissdo para 0 DAR-4AM foram 560 nm e 575 nm respectivamente. Uma vez
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encontrado o campo focal das células com auxilio de filtro vermelho Safe-Light GBX-2
(Kodak, Brasil) em objetiva de 63x em agua, foi escolhido um campo com um numero
apropriado de células. Encontrado o campo focal, passou-se a imagem para 0
computador, onde os parametros: fluorescéncia basal, pinhole e detector gain foram
ajustados antes do inicio do registro (Programa LSM-510, Carl Zeiss, Alemanha). Para
0 registro das imagens utilizou-se a op¢do Time Series do programa com um intervalo
de varredura entre as imagens de 1 seg. A partir de entdo foi aplicado um pulso de 10

seg de luz azul a 488 nm a uma poténcia de 0,2 uW.

Ativacédo de guanil ciclase por YC-1

Com o objetivo de investigar se 0 NO foi o mediador dos efeitos da luz, as
células foram separadas em trés grupos (1) EC, (11) EC na presenca do ativador de via de
sinalizacdo especifico, (I11) pulso de luz luz azul (lampada Golden Plus, 4,5 watts, 60 leds,
Paulista Business Com. Imp. Exp. Prod. Eletr. Ltda., Brasil, 450-475 nm, com intensidade de
87,85 a 95,17 pwatts/cm?). A montagem e execucdo ocorreu de acordo com o que foi
descrito no protocolo de estimulo com luz azul, com excecdo de que o ativador foi
adicionado as células no inicio do sétimo dia e permaneceu no meio até 0 momento da
extracdo. Para efeito de padronizacao, foi considerado para o tempo de acdo do ativador
0 mesmo tempo utilizado para incubacéo dos inibidores, ou seja 30 minutos. O RNA foi
extraido 2 h ap6s o término desse periodo. Neste protocolo utilizou-se o ativador de
guanilil ciclase YC-1 (Enzo Life SCiences, EUA), cuja solugdo estoque foi feita em
agua MilliQ estéril. Os seguintes controles foram feitos: controle negativo, sem YC-1,

sem estimulo luminoso; controle positivo, sem YC-1, com estimulo luminoso.
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Producao de AMPc em resposta ao estimulo luminoso

As células da linhagem ZEM-2S foram destacadas, centrifugadas,
ressuspendidas e contadas como descrito anteriormente. Para analisar o efeito da luz
azul sobre a concentracdo intracelular de AMPc, as células foram semeadas em placas
de seis pocos a uma densidade de 5.10° células/poco. As placas permaneceram em EC
por trés dias a 28° C. No dia do experimento, todas as placas experimentais foram
tratadas com o inibidor de fosfodiesterase isobutilmetilxantina (IBMX) 10* M (Enzo
LifeSciences, EUA) 15 min antes do estimulo, permanecendo no meio durante todo o
experimento. As células do grupo controle positivo foram tratadas com o ativador de
adenilil ciclase, forscolina 10° M por 15 min, e &s outras foi aplicado um pulso de luz
azul (lampada Golden Plus, 4,5 watts, 60 leds, Paulista Business Com. Imp. Exp. Prod.
Eletr. Ltda., Brasil, 450-475 nm, com intensidade de 87,85 a 95,17 pwatts/cm?) por 1, 5
ou 10 min. Ao término do estimulo, as células foram lisadas e as amostras processadas
de acordo com as instrucdes do kit Direct Cyclic AMP (Enzo LifeSciences, EUA). A
concentracdo de AMPc foi lida no leitor de placa SpectraMax 250 (Molecular Devices,
Alemanha) no comprimento de onda especifico de 405 nm. A concentracdo foi

determinada por regressao linear com auxilio do programa GraphPad Prism 5.1.
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Silenciamento das Melanopsinas

Para estudar o mecanismo de agéo utilizado na fototransdugdo da melanopsina
em culturas de células embrionarias de Danio rerio, utilizaram-se RNAs de
interferéncia desenhados pelo programa da Dharmacon (EUA) e sintetizados pela
Ambion (EUA), complementares as sequéncias dos RNA mensageiros dos genes da
melanopsina, opn4m-1 e opndm-2, sendo geradas trés sequéncias de oligonucleotideos
para cada gene (Tabela 2). Para a transfeccdo do RNA de interferéncia, as células ZEM-
2S foram semeadas em garrafas de 25 cm? 24 h antes da transfeccdo, em uma densidade
celular de aproximadamente 50% de confluéncia (2.10° células/garrafa). No dia do
experimento, o meio de cultura foi substituido por meio fresco 30 min antes da
transfeccdo. A insercdo do RNA de interferéncia nas células ocorreu de acordo com o
protocolo do fabricante, GenMute™ siRNA Transfection (Signagen Laboratories, EUA)
onde, para cada 1 mL de meio, foram adicionados 100 pL de GenMute Transfection
Buffer (1x) e 4 pL de GenMute Reagent. A concentragdo final de RNA de interferéncia
em cada garrafa foi de 50 nM e a confirmacéo da transfecc¢do foi feita através da andlise
em microscopio invertido de fluorescéncia (Axiovert 40 CFL, Zeiss, Alemanha), tendo
em vista a marcacdo fluorescente presente nos RNAs de interferéncia para opn4m2-1 e
opndml1-1 em destaque (Tabela 2). A expressdo remanescente apoOs introducdo do
silenciador foi quantificada por PCR quantitativo, usando os primers e sondas da Tabela

3.
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Tabela 2. RNAs de interferéncia para melanopsinas de Danio rerio

Sense Anti-sense

Danio FAM-GGG AAA CGC ACA AGG | FAM-UUC CCU UUG CGU GUU
Opndm2-1 | UGU AUU CCA CAU

Danio GAA AUG CAC UGG UGG UCU | UUC UUU ACG UGA CCA CCA
Opndm2-2 | AUU GAU

Danio CAG AGU UAG CCG ACG CAA | UUG UCU CAA UCG GCU GCG
Opndm2-3 | AUU uuu

Danio Cy3-GAU GGA UCU UUG GAG | Cy3-UUC UAC CUA GAA ACC
Opndml-1 | AGA AUU UCU Cuu

Danio CAA ACG AGA CUC GAU GAA | UUG UUU GCU CUG AGC UAC
Opnd4ml-2 | AUU uuu

Danio CGA CUG AAA AAU GAA UGG | UUG CUG ACU UUU UAC UUA
Opnd4ml-3 | AUU Cccu
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Tabela 3. Sequéncias dos primers e sondas para o0s ensaios da eficiéncia do

silenciamento por PCR quantitativo

Primers Danio rerio (zebrafish)

Nome e no. de acesso Sequéncia

Foward — 5 GGG CAA CTT CCT GGT CAT CTA

TG 3’
Opn4m1 (Opn4dm) - Backward — 5> ATG CTG GTG GTG AAG AAG
GQ925715.1 ATGG 3

Probe — 5°/5Cy5/AGG AGC CGG ACC CTG AGG

ACC C/3BHQ 2/3’

Foward — 5 GCG ATT GTC TTC TGC CTC TGA 3’

Backward - 5 AGG GAA CTG ACA CTG GAA

Opn4m2 (Opn4x) - GQ925716.1 | CCA 3

Probe — 5°-/5,6-FAM/AGT GAT TCT TGC TGG

ACT GAG AGT GAG GCT/3BHQ_1/-3’

Transfeccdo de Luciferase em Células ZEM-2S

O plasmideo contendo a sequéncia promotora do gene perl de Danio rerio,
doado pelo Prof. David Whitmore (University College London, Inglaterra), foi
subclonado no vetor PGL-3 basic de acordo com o protocolo de clonagem do kit da
Invitrogen (C4040-10). Realizamos a competéncia de Escherichia coli em nosso
laboratério, seguindo protocolo descrito no livro: Molecular Cloning, A Laboratory

Manual, 2 ed. O plasmideo foi purificado pelo kit PureYield™ Plasmid Midiprep
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System  (Promega, A2492) e quantificado em espectrofotdmetro (Nanodrop,
ThermoScientific, EUA).

Os vetores foram digeridos (enzimas de restricdo, Tabela 4) resultando nos
tamanhos esperados para cada inserto. Os plasmideos foram enviados para
sequenciamento (Retrogen, EUA) e os resultados do sequenciamento foram alinhados
com a sequéncia de cada promotor usando a ferramenta Blast do National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Os plasmideos foram linearizados para a
transfeccdo estavel com a enzima citada na Tabela 4, a qual foi escolhida por atuar em

uma sequéncia no vetor, inexistente nas sequéncias clonadas.

Tabela 4. Enzimas de restricao e linearizacdo recomendadas

Enzimas de Enzima de
Gene/ID Inserto (pb)
restricéo linarizacéo
zfper1/563926 3100 Xho+Hindlll Kpnl

As células foram mantidas em condicGes apropriadas de cultivo. Ao atingirem a
fase exponencial de crescimento, foram destacadas das garrafas de cultivo, pela adicédo
da solucdo de Tyrode/EDTA. As células foram contadas, centrifugadas e ressuspendidas
num volume apropriado a garantir uma densidade de 1,5.10° por 100 pL de tampéo de
transfeccdo (tampdo V, Lonza, Suica). Os testes iniciais foram realizados com o
plasmideo pmaxGFP (Lonza, EUA) nas concentracbes de 1, 2, 4 e 8 pg para
determinacédo da concentracdo de DNA plasmidial que traria os melhores resultados de
transfeccdo. Depois de 24 h da transfeccdo com este vetor, imagens de trés campos de
cada poco foram capturadas por uma camera acoplada a um microscopio invertido de

fluorescéncia (Axiovert 40 CFL, Zeiss, Alemanha). Estas imagens foram processadas
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pelo programa Adobe Photoshop e a porcentagem de células que expressam GFP foi
calculada.

O plasmideo zfperl:luc foi adicionado, na concentracdo escolhida, aos 100 pL
de suspensao celular. As células foram entdo transferidas para cubetas apropriadas e
submetidas a eletroporacdo no aparelho Nucleofector Il Amaxa (Lonza, Suica),
utilizando-se o protocolo mais adequado para a linhagem em questdo (programa T-020,
Nucleofactor 1I, Amaxa, Lonza, Suica). Apds a eletroporacdo, 500 pL de meio de
cultura foram adicionados a cubeta e as células foram semeadas em placas de 6 pocos,
ja contendo 1,5 ml de meio de cultura.

Concomitante 3 transfeccio do vetor PGL3-Luc (Invitrogen, EUA), foi
transfectado o vetor pcDNA 3.1 (-) (Invitrogen, EUA), vetor este que confere resisténcia
a geneticina (Gibco, EUA). A relacdo entre as quantidades dos vetores PGL3-Luc e
pcDNA 3.1 foi de 7:1, ou seja, 3,5 g de zfperl:luc para 0,5 ug de pcDNA.

Apos a eletroporacdo, as células permaneceram em repouso por um periodo de

dois dias a uma semana, quando se deu inicio & selecdo dos clones COm geneticina. A
concentracdo utilizada foi determinada através de uma curva de mortalidade, com
concentracdes de antibidtico variando de 200 a 900 pg/mL. A concentracdo escolhida
para selecdo dos clones foi a de 900 pg/mL, pois foi a mais eficiente para eliminar as

células ndo transfectadas no menor periodo de tempo, no caso, 15 dias.

Transfeccdo de DNA Plasmidial e siRNA por Nanotubos de Carbono

Os nanotubos de carbono (NTC) utilizados no experimento foram cedidos pelos
Profs. Luis Orlando Ladeira (Departamento de Fisica, Universidade federal de Minas

Gerais, Belo Horizonte) e Maria de Fatima Leite (Departamento de Fisiologia e
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Biofisica, Universidade de Minas Gerais, Belo Horizonte). Assim que recebidos, 0s
NTCs foram pesados e adicionou-se a eles uma quantidade de dgua MilliQ autoclavada
para a obtencdo de uma solucdo com concentracdo final de 0,5 mg/mL. Antes da
utilizacdo da solugdo para os experimentos, foi necessario fazer a funcionalizacdo dos
NTCs, procedimento no qual a solucdo permaneceu por 3 horas em sonicador (U200 S
Control, KIKA Labortechnik, Alemanha) para ativacdo dos NTCs.

As células foram mantidas em condi¢fes apropriadas de cultivo. Ao atingirem a
fase exponencial de crescimento, foram destacadas das garrafas de cultivo pela adigédo
da solucdo de Tyrode/EDTA. Em seguida as células foram contadas e semeadas em
placas de 6 pocos, com uma densidade de 1.10° células em 2 mL de meio por pogo. As
células foram mantidas 24 h em estufa a 28° C para sua adesdo a placa. A solugédo de
transfeccdo contendo 0,5 mg/mL de nanotubos e 100 nM de siRNA foi sonicada
(sonicador T14, Thornton Inpec Eletrénica Ltda., Brasil) por 30 min antes de ser
adicionada as placas, procedimento necessario para que haja a interacdo entre as
nanoparticulas e o siRNA. Foram adicionados 100 pL da solucdo de transfeccdo aos
pocos cultivados das placas, a fim de se obter uma concentracao final de 0,025 mg/mL
de NTCs, considerada ideal para transfeccdo com nanotubos. As células foram deixadas
por 48 h em estufa a 28° C para posterior verificacdo da eficiéncia da transfeccdo por

microscopia de fluorescéncia (Axiovert 40 CFL, Zeiss, Alemanha).

Extracdo de RNA Total

Apos o descarte do meio, foi adicionado 1 mL de Tri-Reagent-LS (Ambion,
EUA) diretamente sobre as células. O lisado celular foi coletado e incubado por 5 min a
temperatura ambiente, para permitir a completa dissociagdo das proteinas nucleares.

Adicionou-se 200 pL de bromo-cloro-propano (Sigma-Aldrich, EUA) e, em seguida, as
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amostras foram agitadas vigorosamente por 15 seg. Apos incubacdo por 10 min a
temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 15 min a 4° C,
separando-se em seguida a fase superior aquosa, que contém RNA. O RNA foi
precipitado com a adicdo de 650 pL de isopropanol (Sigma-Aldrich, EUA) por 10 min a
temperatura ambiente, seguido de centrifugacdo a 12.000 x g por 35 min a 4° C. O
sobrenadante foi removido e 0 RNA lavado com 1,3 mL de etanol 75%. O RNA foi
recuperado por centrifugacdo a 12.000 x g por 15 min a 4° C, e a lavagem com etanol
repetida, sendo as amostras colocadas a -80° C por, no minimo, 1 h. Ap6s nova
centrifugacdo, o etanol foi descartado e o precipitado de RNA evaporado a temperatura
ambiente, ressuspendido em 20 uL de H,O/DEPC (Ambion Inc, EUA) e tratado com

DNase conforme instrucdes do fabricante (turbo-DNA-free™, Ambion Inc., EUA).

Reacéo de Transcriptase Reversa - RT-PCR

A concentracdo de RNA foi determinada por leitura da absorbancia a 260 nm em
espectrofotdmetro (Nanodrop, ThermoScientific, EUA) e o RT-PCR realizado com 1 ug
de RNA total, utilizando 1L de oligonucleotideos randémicos (50 pg/uL) e 1 pL de
dNTPs 10 mM (Life Technologies, EUA), em reacdo com volume final de 13 pL
ajustado com H,O/DEPC. As amostras foram aquecidas por 5 min a 65° C e, a seguir,
transferidas para cuba com gelo, adicionando-se 4 pL de tampéo para PCR (5x), 1 pL
de DTT (0,1 M), 1 pL de inibidor de ribonuclease (40 U/uL) e 1 pL da enzima
Superscript 111 (200 U/uL, Life Technologies, EUA), para um volume final de 20 uL. A
mistura foi homogeneizada e, apds breve centrifugacio, incubada por 5 min a 25°C, e
em seguida por 50 min a 50° C. A reacéo foi interrompida por incubagdo a 70° C por 15

min. O cDNA sintetizado foi utilizado nas reacdes subsequentes de PCR quantitativo.
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PCR Quantitativo

Para os ensaios de PCR quantitativo, foram preparadas solugdes contendo 0s
primers e sondas (para perlb, crylb e RNA ribossomico 18S (RNA 18S) ou para per2,
cryla e RNA 18S, Tabela 5), Supermix 2X (KCI 100 mM, Tris-HCI 40 mM, dNTPs 1,6
mM, iTag DNA polimerase 50 U/mL e MgCl, 6 mM, Life Technologies, EUA)
suplementado para 400 uM de dNTPS, 6 mM de MgCl, e 0,1 U/uL de Platinum Taq
DNA polimerase (Life Technologies, EUA), e H,O para volume final de 29 pL/poco.
Essa solucdo foi aliquotada (cada aliquota suficiente para 3,5 pocos) em tubos, e o
cDNA de cada amostra adicionado (3,5 uL/aliquota) a um tubo. As solugdes ja com
cDNA foram entdo distribuidas nos pocos da placa de experimento (30 uL/pogo).
Controles negativos sem cDNA foram incluidos rotineiramente.

O par de primers e a sonda especificos para cada gene (Tabela 5) foram
desenhados usando o programa Primer Express (Life Technologies, EUA), baseados
nas sequéncias obtidas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed), e
sintetizados por IDT (EUA). RNA 18S foi utilizado como normalizador (house-keeping
gene) dos experimentos. Todos os ensaios foram realizados em termociclador iQ5
(BioRad, EUA), nas seguintes condic¢des: 7 min a 95° C seguido por 50 ciclos de 10 seg
a95°C e 1mina60°C.

A andlise dos dados foi feita pela comparacéo entre ciclos de amplificagdo (C+s)
dos pocos controle e experimentais, obtida entre as porgdes de crescimento geometrico
das curvas, passando-se uma reta denominada limiar que cruza essas porc¢des. Sabendo-
se 0 numero de ciclos por onde passa a reta limiar (Ct), foi encontrado o ACt que € a
diferenca entre o valor do gene de interesse e do RNA 18S. A seguir, foram subtraidos
os valores encontrados para 0s pogos experimentais daqueles dos pogos controle,

obtendo-se o AACt. Colocando-se esse valor como exponencial negativo na base 2 (2°
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AACTY " obtém-se 0 nlimero de vezes que 0 gene esta expresso No grupo experimental em

relacdo ao controle. Para determinar os niveis de significancia das possiveis diferencas,
os dados em log foram comparados por analise de variancia one-way (ANOVA),
seguida por Tukey (ou excepcionalmente teste t de Student). A diferenca foi
considerada significativa quando p<0,05.

Tabela 5. Primers e sondas para os ensaios de PCR quantitativo

Sequéncias Concentracéo final
For: 5-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3’ 50 nM
18S rRNA Rev: 5-GCTGGAATTACCGCGGCT-3 50 nM
X03205.1 Pr:5-/5TexRA/TGCTGGCACCAGACTTGCC 50 nM
CTC/3BHQ_2/-3'
For: 5-AGCTCAAACTCTCACAGCCCTT-3' 300 nM
perl Rev: 5~ TCAGAGCTGGCACTCAACAGA -3 300 nM
AYSI72500U  Fpr5/5Cy 5/ TCCACCCAGCAGTTCTCTGGE 200 "M
M_212439.2 ATACA/3BHQ 2/-3'
For: 5-CGTCTCTGGAGGAGCTCGG-3' 300 M
crylb Rev: 5- TCTCCCCCGGGCCAC-3' 300 nM
NM_131790.4 15 5 SHEX/TTTGAAACAGAGGGACTGTC 200 nM
CACTGCTG/3BHQ_1/-3'
For: 5- GTGGAGAAAGCGGGCAGC-3 300 M
per2 Rev:5-GCTCTTGTTGCTGCTTTCAGTTCT-3 300 M
AY5972500u |
NM 2124392 | Pr5/6FAM/ATGGGTTCAGGATCAAACCG 200 nM
- CTGT/3BHQ 1/3'
cryla For:5-CTACAGGAAGGTCAAAAAGAACA 300 M
NM 1317904 | GC-3
Rev: 5-CTCCTCGAACACCTTCATGCC-3' 300 nM
Pr:5-/SHEX/AAAGCGTGGGTTGTTTGTAG 200 nM
CAGC/3BHQ_1/-3'

For=primer forward; Rev=primer reverse; Pr=sonda fluorescente; TexRd=Texas Red; Cy5=Cyanine 5;
Hex=6-carboxy-2 ,4,4 5 ,7,7 -hexachlorofluorescein succinimidyl ester; FAM=Carboxyfluorescein;
3BHQ 1=Black hole quencher 1 (IDT); 3BHQ_2=Black hole quencher 2 (IDT).
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Deteccéo e Localizacdo da Melanopsina em Células ZEM-2S

O primeiro passo na realizacdo deste projeto foi a detecgédo e localizacdo das
proteinas Opndm-1 e Opndm-2 nas células ZEM-2S de Danio rerio. Para tanto,
realizamos ensaios de imunicitoquimica, com a utilizacdo de anticorpos primérios (anti-
melanopsina) e anticorpos secundarios contendo marcacdo fluorescente (Cy3).
Inicialmente determinamos a concentracdo ideal dos anticorpos primarios, ja que estes
foram encomendados por nosso laboratério e, portanto, ndo possuem indicacdo da
diluicdo a ser utilizada. As concentra¢es dos anticorpos primarios variaram entre 1:100
e 1:5000. As melhores marcagOes para Opndm-1 e Opn4m-2 foram obtidas nas
concentracdes de 1:250 e 1:100 respectivamente, e podem ser observadas nas Figuras 8
e9.

Nossos resultados demonstram a existéncia de imunopositividade para ambas as
proteinas, Opn4m-1 e Opn4m-2 (Figs. 8B e 9B). As imagens deixam claro que ambas as
proteinas se encontram distribuidas por toda célula, onde a proteina Opn4m-1 se
encontra igualmente distribuida por toda a membrana celular e préxima a regido do
nacleo (Figs. 8B e 8D). Contudo um resultado surpreendente foi observado para a
proteina Opn4m-2, pois as imagens mostram uma fraca marcagdo na membrana celular
(Fig. 9B) e uma forte marcacgdo na regido do nucleo (Fig. 9D), o que é um forte indicio
da presenca dessa proteina no nucleo ou membrana nuclear, considerado atipico para
um fotopigmento. A especificidade do anticorpo secundario ao anticorpo primario
também foi testada: o grupo controle foi incubado com pré-soro e o anticorpo
secundario, e a marcacao negativa demonstra que esse anticorpo € especifico para os
anticorpos anti-melanopsina (Figs. 8A e 9A). Todavia os resultados expostos aqui séo

em carater preliminar, sendo necessarios ainda, ensaios de competicdo com peptideos
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antigénicos para se comprovar a especificidade dos anticorpos primarios anti-

melanopsina utilizados.

Fig. 8 — Imunocitoquimica da proteina Opndm-1 em células ZEM-2S de D. rerio. Em A,
controle, incubado com pré-soro e anticorpo secundario na concentragdo de 1:500. Em B,
células marcadas com Cy3 mostrando a imunopositividade para o anticorpo anti-Opn4m-1 em
diluicdo 1:250. Em C, cultura de células marcadas com DAPI evidenciando o0s ndcleos
celulares. Em D, sobreposi¢do de B e C demonstrando que a proteina Opn4m-1 esta dispersa de
forma homogénea por todo o citoplasma, mas fortemente concentrada na membrana celular. Em
azul, DAPI, marcador nuclear; laranja, Cy3, marcador de Opn4m. As imagens foram analisadas
em microscépio invertido de fluorescéncia acoplado a uma camera digital com um aumento de

200x.
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Fig. 9 — Imunocitoguimica da proteina Opndm-2 em células ZEM-2S de D. rerio. Em A,
controle, incubado com pré-soro e anticorpo secundario na concentragdo de 1:500. Em B,
células marcadas com Cy3 mostrando a imunopositividade para o anticorpo anti- Opn4m-2 em
diluicdo 1:100. Em C, cultura de células marcadas com DAPI evidenciando os ndcleos
celulares. Em D, sobreposicdo de B e C demonstrando que a proteina Opn4m-2 esta concentrada
no nicleo das células. Em azul, DAPI, marcador nuclear; laranja, Cy3, marcador de Opndm. As
imagens foram analisadas em microscépio invertido de fluorescéncia acoplado a uma camera

digital com um aumento de 200x.

52



RESULTADOS

Fototransducédo em Células ZEM-2S

Um trabalho anterior realizado pelo nosso grupo j& havia demonstrado que as
celulas ZEM-2S de Danio rerio eram fotossensiveis. As células foram sincronizadas por
luz, assim como apresentaram um crescimento diferencial sob diferentes periodos de
ciclos claro-escuro (Farhat et al., 2009). Nesse estudo duas importantes descobertas nos
levaram ao presente trabalho. A primeira foi a presencga de dois genes que expressam a
melanopsina opndm e opn4dx (agora conhecidos como opndm-1 e opn4m-2,
respectivamente); a segunda foi que a expressdo dos genes perlb e crylb ndo varia em
condicGes de escuro constante mas séo fortemente sincronizados por ciclo claro-escuro
(luz branca) nestas células.

Com base nesses dados, inicialmente questionamos se a melanopsina seria 0
fotopigmento responsavel pela modulacdo dos genes de reldgio em células ZEM-2S.
Para responder essa pergunta estimulamos as células ZEM-2S durante 10 min com luz
azul (450-475nm), um comprimento de onda coincidente com o espectro de absorgédo
maxima da melanopsina, e analisamos a expressdo de quatro genes de reldgio, dois
deles sincronizados por luz branca, perl e crylb, e dois genes sabidamente induzidos
por luz branca, per2 e cryla. Nossos resultados demonstram que 0s quatro genes
analisados foram modulados pelo pulso de luz azul, porém, notadamente, os genes per2
e cryla apresentaram uma maior resposta ao estimulo do que os genes perlb e crylb
(Figs. 10 e 11). A expressdo do gene perlb aumentou duas horas depois do estimulo
(p<0,0083) e a expressdo do gene crylb foi diminuida apds seis horas (p<0,0001).
Embora esses genes sejam responsivos ao estimulo luminoso azul, a resposta observada
foi muito menor quando comparada a dos genes per2 e cryla. A expressao do gene per2
aumentou aproximadamente 6 vezes duas horas depois do pulso de luz azul quando

comparado ao controle (p<0,0001), enquanto a do gene cryla apresentou aumentos uma
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e duas horas ap6s o estimulo luminoso (p<0,0001), com pico de expressao no ponto de
duas horas e aumento de cerca de 4 vezes em relacdo ao controle (Figs. 10 e 11). Ambos
retornaram aos niveis basais apos seis horas. Devido a disparidade apresentada entre as
respostas dos genes per2 e cryla e dos genes perlb e crylb, optamos por utilizar apenas
0s dois primeiros nos experimentos subsequentes, a fim de obtermos maior clareza na

avaliacdo das respostas aos tratamentos aplicados.

54



RESULTADOS

Pulso de Luz Azul

per1b crylb
8- _ 8-
o 61 o 6-
s = S
55 5
X o4 X o4
£ g = g
> a >
S 2- b 2 b S 24 a
o b —— —— b o a a b b
g I-—-l o | | —
= D"- T T T T = 0- T T T T
EC 1h 2h 6h 12h EC 1h 2h 6h 12h
per2 cryla
8- 8-
i T :
o 6- o 61
<2 S ] b
p 034 o 4 T
X o™ X o *
ET £ ® a
o) o)
= 2- b b 22 ¢ ¢
T b |=| T b 5 c
o — 0 1 —
= U“- T T T T - 0"- T T T T
EC 1h 2h 6h 12h EC 1h 2h 6h 12h

Fig. 10 — PCR quantitativo dos genes perlb, per2, cryla e crylb em células embrionarias ZEM-
2S de Danio rerio. As células foram estimuladas com luz azul (450-475 nm, 87,85 a 95,17
Hwatts/cm?) por 10 min, e 0 RNA total foi extraido 1, 2, 6 e 12 horas ap6s o estimulo. (a) é
significativamente diferente de (b) e (b) é significativamente diferente de (c) (p<0,05). Os

valores sdo médias (n=5-6) + EPM.
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Fig. 11 — PCR quantitativo dos genes per2 e cryla em células embrionéarias ZEM-2S de Danio

rerio. As células foram estimuladas com luz azul (450-475 nm, 87,85 a 95,17 pwatts/cm?) por

10 min, e 0 RNA total foi extraido 1, 2, 6 e 12 horas ap6s o estimulo. Barras claras representam

0S grupos estimulados e as barras escuras seus respectivos controles mantidos em escuro

constante (EC). Cada barra representa o valor médio (n=4-6) + EPM. (*) indica valores com

diferencas significativas em relagcdo aos respectivos controles em EC (p<0,0001).
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Apds comprovarmos que o pulso de luz azul era capaz de alterar a expressdo dos
genes de reldgio, colocando a melanopsina como possivel candidato a intermediar esse
processo, passamos a investigar a via de sinalizacdo responsavel por tal alteracdo. De
acordo com os dados de estrutura e fototransducdo da melanopsina encontrados na
literatura e com o conhecimento gerado a partir de nossos estudos em melanoforos de
Xenopus (Isoldi et al. , 2005), onde a melanopsina medeia a resposta de fotodispersédo
dos melanossomos através da via dos fosfoinositideos, nossa hipotese era que a
melanopsina estimulada pela luz afetasse os genes de relégio através dessa mesma via
de sinalizacéo.

Para a determinacdo da via de sinalizacdo evocada pelo pulso de luz azul, a
estratégia adotada foi a utilizacdo de ferramentas farmacolodgicas, isto €, inibidores e
ativadores de etapas de vias de sinalizacdo e a posterior analise de seus efeitos sobre a
resposta dos genes de relogio per2 e cryla a estimulacdo por luz azul. A concentracao
utilizada dos farmacos foi, sempre que possivel, o IC50 determinado pelo fabricante e
testes de sobrevivéncia das células nessas solucdes foram realizados por um periodo
nunca inferior a 24 horas.

Trés importantes pontos foram avaliados dentro da via dos fosfoinositideos: a
ativacdo da enzima fosfolipase C (PLC), o aumento intracelular de célcio e a ativagdo
da enzima proteina quinase C (PKC). Nossos resultados demonstraram que o inibidor da
PLC, U-73122, na concentracdo de 10'M (Fig. 12), inibiu 0 aumento da expressdo
gerada pela luz azul nos genes per2 e cryla (p<0,0001), com seus valores de expressao
retornando a niveis proximos do controle. Da mesma forma, o quelante de célcio
BAPTA-AM, na concentracdo de 10°M (Fig. 13), e o inibidor da proteina quinase C,
Ro 31-8220 107"M (Fig. 14), também foram capazes de suprimir as respostas evocadas

pela luz azul nos genes per2 e cryla.
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Inibidor de PLC - U-73122 (10'M)
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Fig. 12 — PCR quantitativo dos genes per2 e cryla em células embrionarias ZEM-2S de Danio

]

rerio. As células foram estimuladas com luz azul (450-475 nm, 87,85 a 95,17 pwatts/cm?) por
10 min na presenca e na auséncia do inibidor de fosfolipase C (PLC), U-73122, na concentracao
de 107 M. O RNA total foi extraido 2 horas ap6s o estimulo para todos os grupos. Cada barra
representa o valor médio (n=5-9) £ EPM. (*) indica valores com diferencas significativas em

relacéo a todos os outros grupos (p<0,0001).
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Quelante de Calcio - BAPTA-AM (10°M)
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Fig. 13 — PCR quantitativo dos genes per2 e cryla em células embrionarias ZEM-2S de Danio
rerio. As células foram estimuladas com luz azul (450-475 nm, 87,85 a 95,17 pwatts/cm?) por
10 min na presenca e na auséncia do quelante de calcio BAPTA-AM, na concentracdo de 10°
M. O RNA total foi extraido 2 horas ap6s o estimulo para todos os grupos. Cada barra
representa o valor médio (n=5-9) £ EPM. (*) indica valores com diferencas significativas em

relacdo a todos os outros grupos (p<0,0001).

59



RESULTADOS

Inibidor de PKC - RO 31-8220 (10'M)
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Fig. 14 — PCR quantitativo dos genes per2 e cryla em células embrionarias ZEM-2S de Danio
rerio. As células foram estimuladas com luz azul (450-475 nm, 87,85 a 95,17 pwatts/cm?) por
10 min na presenca e na auséncia do inibidor de proteina quinase C (PKC), RO 31-8220, na
concentracio de 107 M. O RNA total foi extraido 2 horas apds o estimulo para todos 0s grupos.
Cada barra representa o valor médio (n=4-9) + EPM. (*) indica valores com diferencas

significativas em relacéo a todos os outros grupos (p<0,0001).
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A inibicdo provocada por esses trés inibidores é uma forte evidéncia de que a via
de sinalizacdo por tras da modulacdo dos genes de reldgio pela luz azul em células
ZEM-2S é a dos fosfoinositideos. Comprovada a participagdo dessa cascata de
sinalizacdo na modulacéo dos genes de reldgio, surge a pergunta: como esta via estaria
induzindo a expressdo dos genes per2 e cryla?

A evidéncia de um possivel crosstalk entre vias de sinalizacdo surgiu dos
experimentos com melanoforos de Xenopus, nos quais foi detectado um aumento de
GMPc que ndo estava relacionado com a dispersdo dos granulos de melanina nessas
células. A hipotese levantada na época foi de que este aumento poderia estar associado a
sincronizacao dos genes de relogio nos tecidos periféricos de Xenopus. De fato, no NSQ
de mamiferos, o envolvimento de vias de sinalizacdo como NO/GMPc, MAPK e
AMPCc/PKA tém sido amplamente descrito na literatura por controlarem e modularem as
respostas circadianas do NSQ a estimulos luminosos (Golombeck & Rosenstein, 2010).
Entdo, diante desses fatos, decidimos investigar a possibilidade de crosstalk entre essas
vias de sinalizacdo e a via dos fosfoinositideos nas células ZEM-2S.

Nossos resultados indicam a participacdo da via NO/GMPc nas respostas
provocadas pela luz azul. O inibidor de CaMK I, KN-93 na concentracdo de 10°M
(Fig. 15), inibiu o aumento da expressdo dos genes per2 e cryla (p< 0,0001), assim
como o L-NAME 10°M, um inibidor n&o especifico de NOS (Fig. 16), preveniu o
aumento da expressdo de ambos os genes (p<0,0001). Outro dado que evidenciou a
participacdo do oxido nitrico (NO) em resposta a luz foi a analise da producdo de NO
por microscopia confocal (Fig. 17). Apesar de preliminares, os dados demonstram um
forte aumento da produgédo de NO, entre 4,97 e 13,06 vezes nas células analisadas (Fig.
18), quando estimuladas pelo laser azul (488 nm) por 10 segundos. Curiosamente,

apesar do papel aparente da NOS em resposta a luz, o ativador de guanil ciclase, Y-C1,
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na concentrac&o de 4.10° M, que deveria mimetizar no escuro o efeito da luz nos genes

de reldgio, ndo teve qualquer efeito na expressdo dos genes avaliados (Fig. 19).

Inibidor de CaMK II - KN-93 (10°°M)
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Fig. 15 — PCR quantitativo dos genes per2 e cryla em células embrionéarias ZEM-2S de Danio
rerio. As células foram estimuladas com luz azul (450-475 nm, 87,85 a 95,17 pwatts/cm?) por
10 min na presenga e na auséncia do inibidor da quinase dependente de calcio/calmodulina Il
(CAMK 1I), KN-93, na concentragio de 10°® M. O RNA total foi extraido 2 horas ap6s o
estimulo para todos os grupos. Cada barra representa o valor médio (n=6-9) + EPM. (*) indica

valores com diferencas significativas em relagéo a todos os outros grupos (p<0,0001).
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Inibidor de NOS - L-NAME (10-*M)
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Fig. 16 — PCR quantitativo dos genes per2 e cryla em células embrionarias ZEM-2S de Danio
rerio. As células foram estimuladas com luz azul (450-475 nm, 87,85 a 95,17 pwatts/cm?) por
10 min na presenca e na auséncia do inibidor de éxido nitrico sintase (NOS), L-NAME, na
concentracdo de 10° M. O RNA total foi extraido 2 horas ap6s o estimulo para todos 0s grupos.
Cada barra representa o valor médio (n=4-9) + EPM. (*) indica valores com diferengas

significativas em relacdo a todos os outros grupos (p<0,0001).
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Fig. 17 — Producdo de NO em ceélulas embrionarias ZEM-2S de Danio rerio. As células foram
estimuladas por 10 s com laser argdnio (azul, 488 nm) ap6s terem sido incubadas com 5 uM do
marcador fluorescente de NO DAR-4AM e suplementadas com 10* M de L-arginina. Em A,
celulas antes da estimulagdo. Em B, células 10 min apds a estimulagdo. Em C, campo claro mais
fluorescéncia. As células foram monitoradas em laser verde, 543nm 4,7mW e as imagens

capturadas sob aumento de 630x.
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Producdo de Oxido Nitrico em células ZEM-2S
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Fig. 18 — Producdo de NO em células individualizadas de Danio rerio. As células foram
estimuladas por 10 s (seta) com laser argdnio (azul, 488 nm) (seta), apds terem sido incubadas
com 5 pM do marcador fluorescente de NO DAR-4AM e suplementadas com 10* M de L-
arginina. As células foram monitoradas em laser verde, 543 nm 4,7mW. A selec¢do das células

individuais foi realizada com o auxilio da funcdo ROI do programa LSM-510.
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Ativador de Guanilil Ciclase - Y-C1 (4.107°M)
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Fig. 19 — PCR quantitativo dos genes per2 e cryla em células embrionarias ZEM-2S de Danio
rerio. As células foram estimuladas com luz azul (450-475 nm, 87,85 a 95,17 pwatts/cm?) por
10 min, ou permaneceram em EC na presenca e na auséncia do ativador de guanilil ciclase, YC-
1, na concentracdo de 4.10° M. O RNA total foi extraido 2 horas apds o estimulo para todos os
grupos. Cada barra representa o valor médio (n=4-9) + EPM. (*) indica valores com diferencas

significativas em relagédo aos outros dois grupos (p<0,0001).
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A via das MAPKs também parece estar envolvida com a ativacdo de genes de
relégio, ja que o inibidor de MEK, PD-98059 na concentragdo de 4.10"°M, inibiu o

aumento da expressdo de ambos 0s genes, per2 e cryla (Fig. 20).

Inibidor de MEK - PD-98059 (4.10°°M)
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Fig. 20 — PCR quantitativo dos genes per2 e cryla em células embrionéarias ZEM-2S de Danio
rerio. As células foram estimuladas com luz azul (450-475 nm, 87,85 a 95,17 pwatts/cm?) por
10 min na presenca e na auséncia do inibidor de MEK, PD-98059, na concentracéo de 4.10°° M.
O RNA total foi extraido 2 horas apés o estimulo para todos os grupos. Cada barra representa o
valor médio (n=4-9) + EPM. (*) indica valores com diferencas significativas em relagdo a todos

0s outros grupos (p<0,0001).
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A via do AMPc/PKA é uma via bem conhecida na modulacdo dos genes de
relogio. Contudo, os resultados obtidos na avaliacdo da participacdo dessa via de
sinalizacdo na resposta a luz azul foram contraditdrios. A quantificacdo de AMPc apds
0s pulsos de 1, 5 e 10 min mostrou que um pulso de luz azul de 10 minutos foi capaz de
diminuir os niveis intracelulares de AMPc (Fig. 21), sugerindo que este nucleotideo ndo
participa da inducéo dos genes de reldgio pela luz azul em células ZEM-2S. Ja os dados
obtidos pela inibicdo da adenilil ciclase por SQ-22536 2.10° M mostram que essa

enzima, quando inibida, diminuiu o aumento provocado pelo estimulo luminoso (Fig.

22).
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Fig. 21 — Quantificacdo de AMPc em células embrionarias ZEM-2S de Danio rerio. As células
foram estimuladas com luz azul (450-475 nm, 87,85 a 95,17 uwatts/cmz) por 1, 5 e 10 minutos,
e 0 AMPc foi medido imediatamente apds o estimulo luminoso. Forscolina na concentracao de
10™ M foi utilizado como controle positivo em células mantidas em EC. As barras representam
valores médios (n=3) + EPM. (*) indica valores com diferengas significativas em relacdo ao

controle em EC (p<0,05).
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Inibidor de Adenilil Ciclase- SQ-22536 (2.10°M)
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Fig. 22 — PCR quantitativo dos genes per2 e cryla em células embrionarias ZEM-2S de Danio
rerio. As células foram estimuladas com luz azul (450-475 nm, 87,85 a 95,17 pwatts/cm?) por
10 min na presenca e na auséncia do inibidor de adenilil ciclase, SQ-22536, na concentracao de
2.10° M. O RNA total foi extraido 2 horas ap6s o estimulo para todos os grupos. Cada barra
representa o valor médio (n=4-9) £ EPM. (*) indica valores com diferencas significativas em

relagéo a todos os outros grupos (p<0,0001).
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Silenciamento das melanopsinas

Para realizar a andlise funcional dos genes da melanopsina, o primeiro passo
necessario foi a realizagdo da transfeccdo dos siRNA nas células ZEM-2S. A primeira
metodologia utilizada para transfeccdo dos siRNAs consistiu na utilizagdo de nanotubos
de carbono (NTCs) single-wall ou multi-wall. A diferenca basica entre os dois NCTs
reside no numero de camadas que compdem o0 nanotubo: no single-wall, uma Unica
camada, e no multi-wall, varias camadas. Os resultados obtidos demonstram que ambos
0s NTCs foram eficientes na transfeccdo dos RNAs de interferéncia em células ZEM-

2S, promovendo a insercdo dos siRNAs em praticamente 100% das células (Fig. 23).
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Fig. 23 — Transfeccgdo de células embrionarias ZEM-2S de Danio rerio com siRNA associado a
nanotubos de carbono (NTC). Em A e B, transfeccdo com NTCs single-wall, na concentracdo
de 0,025 mg/mL e 100 nM de siRNA com marcacao fluorescente Cy3 sob aumento éptico de
100x. Em C e D, transfec¢do com NTCs multi-wall, na concentracéo de 0,025 mg/mL e 100 nM
de siRNA com marcacao fluorescente Cy3 sob aumento Optico de 200x. As imagens foram

capturadas 48 horas apos a transfeccéo.

O segundo método utilizado foi o de transfeccdo quimica. Varios kits de
transfeccdo foram utilizados, mas o Unico que apresentou resultados promissores foi o
kit GenMute. Na realidade, a eficiéncia da transfeccdo superou nossas expectativas,
sendo possivel detectar a presenca do RNAIi em praticamente 100% das ceélulas
analisadas. A transfec¢do foi monitorada por um periodo de 24, 48 e 72 h, sendo
observada a incorporacdo gradual do siRNA dentro das células ao longo do periodo

avaliado (Figs. 24, 25 e 26).
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Apols a confirmacdo do sucesso da transfeccdo com o kit, foi realizado um
experimento piloto no intuito de avaliar 0 tempo necessario para o silenciamento dos
genes opndm-1 e opndm-2. Nesse experimento, foram utilizadas as seis sequéncias de
RNAI disponiveis para os dois genes da melanopsina, na concentracao final de 50 nM.
A expressdo dos genes foi avaliada 3, 6 e 12 h apo6s a transfeccdo. Apesar de
visualmente a incorporacdo dos siRNAs ocorrer de forma gradual ao longo de 72 horas,
nossos resultados demostraram que a utilizacdo desse método € capaz de produzir
efeitos rapidos, diminuindo os niveis de RNAm logo nas primeiras horas apds a
transfeccdo. No primeiro ponto avaliado, no caso, 3 horas apds a transfeccdo, o
silenciamento do gene opn4m-2 atingiu valores proximos a 80%, que se mantiveram
constantes nos demais tempos avaliados (Fig. 27). O silenciamento do gene opn4m-1
também foi eficiente, porém devido a sua amplificacdo excessivamente tardia, nédo
houve possibilidade de se realizar o calculo do ACt, elemento necessario para

construcdo do grafico de comparacao.
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Fig. 24 — Transfeccdo de células embrionarias ZEM-2S de Danio rerio pelo kit quimico
GenMute. As células foram transfectadas com a sequéncia de siRNA marcado com Cy3
(opn4m1-1, Tabela 2). Em A, campo claro; em B, células transfectadas; em C, sobreposi¢édo dos
campos A e B. As imagens foram registradas 24 horas apés a tranfec¢do, em microscopio de

fluorescéncia invertido com aumento de 200x.
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Fig. 25 — Transfeccdo de células embrionérias ZEM-2S de Danio rerio pelo kit quimico
GenMute. As células foram transfectadas com a sequéncia do siRNA marcado com Cy3
(opndm1-1, Tabela 2). Em A, campo claro; em B, células transfectadas; em C, sobreposicéo dos
campos A e B. As imagens foram registradas 48 horas apés a tranfeccdo, em microscopio de

fluorescéncia invertido com aumento de 200x.

74



RESULTADOS

Fig. 26 — Transfeccdo de células embrionarias ZEM-2S de Danio rerio pelo kit quimico
GenMute. As células foram transfectadas com a sequéncia do siRNA marcado com Cy3
(opndm1-1, Tabela 2). Em A, campo claro; em B, células transfectadas; em C, sobreposi¢édo dos
campos A e B. As imagens foram registradas 72 horas apés a tranfec¢do, em microscopio de

fluorescéncia invertido com aumento de 200x.
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Silenciamento do gene
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Fig. 27 - PCR quantitativo do gene opndm-2 em células embrionarias ZEM-2S de
Danio rerio As células foram transfectadas com os trés siRNAs disponiveis para o gene
na concentracdo de 50 nM cada. O RNA foi extraido 3, 6 e 12 horas depois da
transfeccdo. A barra clara representa o grupo controle, as barras escuras, 0S grupos

transfectados com siRNA. Cada barra corresponde ao valor médio (n=2) £ EPM.

Depois de determinado o silenciamento dos genes da melanopsina, o préximo
passo foi a verificacdo do papel da melanopsina em resposta ao estimulo de luz azul e a
sua possivel influéncia sobre os genes de reldgio. Os experimentos foram conduzidos de
forma semelhante aos experimentos de estimulacdo por luz azul, sendo que a Unica
diferenca foi a transfeccdo dos siRNAs, que ocorreu 24 h antes da estimulagéo por luz
azul. Nesse experimento, as células foram transfectadas com todas as seis sequéncias de
siRNA disponiveis para os dois genes da melanopsina.

A analise da expressdo dos genes per2 e cryla demonstrou que o presencga dos
SIRNAs foi capaz de inibir completamente o aumento provocado pela luz azul (Fig. 28).

Apesar do resultado aparentemente positivo, a presenca dos siRNAs diminuiu a
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expressao dos genes per2 e cryla abaixo do nivel de expressdo do grupo controle
(p<0,0431 e p<0,0294, respectivamente). Esse resultado indicou a possibilidade de que
o0s siRNAs estivessem atuando de forma inespecifica, silenciando outros genes além dos
genes da melanopsina. Esse fato foi comprovado pela analise da expressdo de outros
genes na presenca dos siRNAs como perlb, crylb e do receptor de cortisol de D. rerio,

o0s quais foram igualmente silenciados pelos siRNAs utilizados (dados ndo mostrados).
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Pulso de Luz Azul + siRNA
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Fig. 28 — PCR quantitativo dos genes per2 e cryla em células embrionarias ZEM-2S de Danio
rerio. As células foram estimuladas com luz azul (450-475 nm, 87,85 a 95,17 pwatts/cm?) por
10 min na presenca ou na auséncia dos seis sSiRNA disponiveis para 0s genes opn4m-1 e opn4m-
2, na concentracdo individual de 50 nM. O RNA total foi extraido 2 horas ap6s o estimulo. Cada
barra representa o valor médio (n=3-6) £ EPM. (*) indica diferenca significativa entre o grupo
Luz Azul e o grupo Luz Azul+siRNA (teste t, p<0,0061 e p<0,0079 para per2 e cryla
respectivamente). (#) indica diferenca significativa entre o grupo EC e o grupo EC+siRNA

(teste t, p<0,0431 e p<0,0294 para per2 e cryla respectivamente).

78



RESULTADOS

Estabelecimento da Linhagem ZEM-2S perl:luc

A tentativa do estabelecimento de uma linhagem transfectada estavel de células
ZEM-2S tinha como principal objetivo sua utilizagdo no Lumycicle, uma tecnologia
nova no pais, estabelecida em nosso laboratorio, pela qual se pode medir em tempo real
e por longos periodos a expressdo de qualquer gene, neste caso o0 gene de reldgio perl.
Para realizar a transfeccdo do plasmideo zfperl:luc diversos métodos foram utilizados,
como eletroporacdo, nanotubos de carbono e kits quimicos.

Os resultados demonstraram que em células ZEM-2S a quantidade de DNA
plasmidial transfectada tem influéncia direta na transfeccdo. A concentragdo de 8 ug
resultou numa eficiéncia de transfeccdo de 58%, enquanto que as transfe¢cbes com 1, 2 e
4 g obtiveram valores de 13,5%, 22% e 43% respectivamente (Fig. 29). Apesar desse
resultado, a concentracdo escolhida para transfeccdo de zfperl:luc foi de 4 ug, dada a

disponibilidade que tinhamos do plasmideo.

79



RESULTADOS

Fig. 29 — Comparacdo da eficiéncia da transfeccdo por eletroporacdo em células ZEM-2S. As
marcacdes verdes indicam as células transfectadas. Em A, B, C e D, transfeccdo com 1,2, 4 e 8
pg do plasmidio pmaxGFP respectivamente. A eficiéncia da transfeccdo foi determinada pela
razdo entre o numero total de células e o ndmero de células transfectadas. A contagem foi
realizada em no minimo 3 campos e as imagens foram capturadas em microscépio de

fluorescéncia em aumentos de 100x e 200x.

Apesar do processo de transfeccdo ter se mostrado eficiente, ndo obtivemos
sucesso no crescimento dos clones transfectados. Aparentemente mesmo com 0 gene de
resisténcia, as células ndo sobreviveram por mais de 15 dias sob a acdo da geneticina.
Em decorréncia desse fato, embora novos experimentos tenham sido conduzidos,

variando-se a concentracdo e a proporcao entre os plasmideos zfperl:luc e pcDNA na
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tentativa de aumentar a sobrevivéncia das celulas ao processo de eletroporacdo e
aumentar sua resisténcia a geneticina, ndo obtivemos sucesso.

Outras metodologias testadas como transfec¢do por nanotubos de carbono e kits
quimicos foram consideradas ineficientes para transfeccdo de DNA plasmidial em

células ZEM-2S.
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Melanopsina e Reldgios Periféricos

Durante anos, o zebrafish foi usado como modelo em muitas &reas do
conhecimento e, na Ultima década, a sua utilizacdo se expandiu a nova area dos relogios
periféricos. A discussao sobre reldgios periféricos ganhou ainda mais importancia pelas
crescentes evidéncias de que o sistema circadiano pode agir de forma reciproca, onde 0s
relégios periféricos e central interagem para promover uma resposta comportamental
adequada. Nos mamiferos, por exemplo, a disponibilidade de alimentos exerce um
efeito de arrastamento poderoso sobre o comportamento (Stokkan et al., 2001) e pode
reduzir a ativacdo dos NSQs ocasionada pelas células da retina, promover a
desorganizacdo transitéria dos estimulos de saida (eferentes) dos NSQs, e reduzir a
sensibilidade ao estimulo dos NSQs em regides hipotalamicas responsaveis pela
integracdo da informacdo homeostética e circadiana (Blum et al., 2012). Também ja foi
demonstrado que cultura de células podem ser sincronizadas independentemente de um
oscilador central, fibroblastos de camundongo foram sincronizados por choque de soro
(Balsalobre et al., 1998) e células de D. rerio foram sincronizadas por luz (Whitmore et
al., 2000). Dois trabalhos mostraram que células em cultura agem como populacdes,
onde cada célula individual tem seu ritmo préprio na auséncia de um estimulo,
resultando em um tamponamento do ritmo populacional. Porém quando estimuladas,
todas as células assumem a mesma fase de oscilacdo, sincronizando toda a populacéo e
dando origem aos ritmos observados. Novamente na auséncia de estimulo, o ritmo
populacional é perdido gradualmente, o que explica a perda de ritmo nos relégios
periféricos quando colocados em condi¢Bes constantes (Welsh et al., 2004; Carr &
Whitmore, 2005). Esses trabalhos evidenciam a precisa comunicacdo que deve existir
entre osciladores centrais e periféricos na manutencdo da homeostase do organismo. Em

organismos como Drosophila melanogaster, Danio rerio e Xenopus laevis, nos quais 0s
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relogios periféricos séo sincronizados por luz, o impacto dessa regulacdo pode ser ainda
maior, 0 que torna o estudo sobre o mecanismo de funcionamento dos rel6gios
periféricos uma questdo de grande importancia.

A melanopsina ja foi encontrada nos reldgios periféricos de organismos como
Gadus morhua (Bellingham et al., 2006), Xenopus laevis (Provencio et al., 1998) e
Gallus gallus (Lima et al., 2006) e nossos resultados detectaram a presenca das duas
proteinas codificadas pelos genes opndm-1 e opndm-2 em células de Danio rerio, o0 que
por si sé ja evidenciaria que a melanopsina desempenha uma funcdo relevante nessas
células. Mas curiosamente, quando se trata desse fotopigmento, o fato que mais chama
atencdo esta relacionado com a sua distribuicdo nas células. A proteina Opn4m-1 se
apresenta distribuida ao longo da membrana celular e regiées proximas ao nucleo, o que
é tipico e esperado de um fotopigmento, o qual, na membrana, exerce sua funcdo de
captacdo do foton de luz e, proximo ao nucleo, encontra-se, provavelmente, dentro de
cisternas do aparelho de Golgi. Contudo algo completamente diferente é visto para a
proteina Opn4m-2, a qual se encontra claramente concentrada na regido do nucleo. A
presenca de um fotopigmento no ndcleo ou na membrana nuclear é algo que até o
momento ndo foi descrito na literatura e, caso esses dados sejam confirmados por
experimentos de competicdo para determinar a especificidade do anticorpo primario a
melanopsina, esse serd um achado extremamente interessante e a sua fungdo sera alvo
de intensos debates. Hoje se sabe que o peixe Danio rerio possui cinco genes que
codificam a melanopsina (Davies et al., 2011) e resultados recentes obtidos pelo nosso
grupo através de PCR quantitativo indicam que 0s outros trés genes opn4m-3, opn4x-1 e
opn4x-2 também sdo expressos em células ZEM-2S, muito embora com niveis de

expressao relativamente mais baixos. Logo, novas analises sdo necessarias para
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deteccdo e localizacdo das proteinas Opn4m-3, Opn4x-1 e Opn4x-2 para formagéo de

um quadro completo acerca da melanopsina em células ZEM-2S de D. rerio.

Fototransducéo

Nesta tese, demonstramos que a melanopsina é um possivel candidato para
mediar as foto-respostas em reldgios periféricos de Danio rerio. Nesse sentido, um
passo importante foi a determinacdo do comprimento de onda a ser aplicado para
estimulagdo das células. A melanopsina é um fotopigmento que tem seu pico de
absorcdo méaxima préximo de 480 nm, contudo diversos experimentos em mamiferos
mostraram que esse pico pode variar de 420 a 500 nm dependendo da metodologia
utilizada (para revisao ler Hankins et al., 2007; Hughes et al., 2012). A estimulacdo das
células na faixa de 450-475 nm foi determinada através de resultados anteriores do
nosso laborat6rio, que demonstraram que a dispersdo méaxima de melanossomos em
melandforos de Xenopus laevis, em resposta a luz, ocorre entre 450 e 470nm (lIsoldi et
al., 2005). Contudo, um trabalho mais recente demonstrou que o pico de absorcédo para
as cinco melanopsinas de Danio rerio varia entre 470-484 nm (Davies et al., 2011).
Apesar dessa diferenca entre os dados da literatura e a faixa de comprimento de onda
utilizada em nossos experimentos, € improvavel que o comprimento de onda utilizado
(450-475 nm) ndo estimule a melanopsina, ja que aqueles autores mostram que a curva
de absorcédo para as melanopsinas cobre a gama de 400 a 550 nm. Corroborando ainda o
comprimento de onda utilizado em nossos experimentos, Cavallari e colaboradores
associaram a melanopsina com a sincronizacéao de células de D. rerio utilizando luz azul
com pico espectral em 468 nm (Cavallari et al., 2011). A intensidade do pulso de luz
também foi um fator levado em conta em nossos experimentos. Experimentos

preliminares mostraram que a estimulacdo com intensidades de 13.000 lux por 10 min,

85



DISCUSSAO

assim como a estimulacé@o prolongada de uma hora com intensidade de 650 lux (dados
ndo mostrados), ndo alteram de forma significativa o aumento da expressdo dos genes
per2 e cryla vistos através da estimulacdo com o pulso de 10 min e intensidade de 650
lux. Na literatura, trabalhos que utilizaram intensidades luminosas muito altas foram
alvo de criticas por exporem as celulas a uma condicdo considerada estressante e ndo
fisioldgica (Tamai et al., 2007). Por esse motivo optamos por utilizar intensidades mais
baixas, que diminuiriam as chances de uma possivel participacdo do estresse oxidativo
nas respostas observadas.

Outro passo fundamental foi a escolha dos genes de reldgio avaliados durante o
experimento. Baseamo-nos em dados anteriormente publicados pelo nosso grupo, os
quais demonstraram que a expressdo dos genes perl e crylb pode ser sincronizada aos
ciclos de claro e escuro (Farhat et al., 2009). A literatura mostra que o peixe Danio
rerio possui quatro genes “per”, perla, perlb, per2 e per3, e seis genes “cry”, cryla,
crylb, cry2a, cry2b, cry3 e cry4. Todos esses genes sdo arrastados por luz, mas dois
deles, per2 e cryla, sdo diretamente induzidos por luz (Vatine et al., 2011), motivo pelo
qual foram incluidos em nossas analises. De fato, os dados que obtivemos estdo de
acordo com a literatura: os genes perlb e crylb foram levemente modulados pelo pulso
de luz azul, enquanto que 0s genes per2 e cryla apresentaram aumentos expressivos. O
papel fisioldgico do rapido aumento desses genes em resposta a luz permanece elusivo,
todavia alguns trabalhos mostraram que 0s genes per2 e cryla possuem um papel
fundamental na sincronizagédo do relogio em resposta a luz. O gene per2, por exemplo,
parece estar envolvido com o inicio da sincronizagdo por luz da glandula pineal (Ziv &
Gothilf, 2006), enquanto que o gene cryla seria um elemento chave na sincronizagao
por luz em células em cultura (Tamai et al., 2007) em Danio rerio, 0 que estaria

também de acordo com 0s nossos resultados, haja visto o rapido aumento na expresséo
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de cryla uma hora apds a estimulacdo. Mas independente do papel que esses genes
exercem, como a luz é capaz de alterar as suas expressdes nas células ZEM-2S de D.
rerio?

O fotopigmento responsavel pela captacdo da luz em relogios periféricos de D.
rerio continua em debate no meio cientifico. O aumento da expressdo dos genes per2 e
cryla em decorréncia do pulso de luz azul é uma evidéncia de que € a melanopsina que
estd intermediando esse processo, ja que a luz azul coincide com seu espectro de
absorcéo. Porém, a luz azul ndo exclui alguns dos outros candidatos a "fotopigmento
circadiano” em relogios periféricos de D. rerio citados no inicio deste trabalho, no caso,
outras opsinas com espectro de absor¢do na faixa do azul, como a Tmt (Moutsaki et al.,
2003; Cavallari et al., 2011); Crys, que também sdo ativados pelo espectro azul
(Withmore et al., 2000; Cermakian et al., 2003; Tamai et al., 2005), e 0 mecanismo de
estresse oxidativo (Hirayama et al., 2007). Assim, no intuito de excluir possiveis
candidatos, passamos a avaliar a via de sinalizacdo que leva a alteracdo da expressdo
dos genes per2 e cryla pelo pulso de luz azul.

Como o foco principal deste trabalho era avaliar a melanopsina, optamos por
analisar a via de sinalizacdo desencadeada por esse fotopigmento. Como dito
anteriormente, a melanopsina possui maior homologia com as opsinas de invertebrados
do que com opsinas de vertebrados, e envolve a ativacdo de uma proteina Gg/G;; € a
consequente ativacdo da via dos fosfoinositideos em mamiferos e em melanoforo de
Xenopus laevis. Apos a foto-estimulacdo da melanopsina, e ativacdo da proteina Gq, o
passo subsequente nessa via é a ativagdo da PLC. Diversos estudos ja relataram a
importancia dessa enzima na via de sinalizacdo da melanopsina em mamiferos (Graham
et al., 2008), aves (Contin et al., 2006), anfibios (Isoldi et al., 2005) e em Amphioxus

(Nasi & Del Pilar Gomez, 2009). Nossos dados, corroborando a literatura, demonstram
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que a presenca de inibidor de PLC, U-73122, bloqueia a resposta evocada pela luz,
confirmando a importancia fundamental da PLC na fotoativacdo dos genes de reldgio
em células ZEM-2S. O inibidor utilizado neste experimento tem um amplo espectro de
acao, inibindo inespecificamente todas as isoformas da PLC. Atualmente, a isoforma
proposta para participar da via de sinalizagdo da melanopsina é a PLCP,, devido a sua
alta expressdo na retina de mamiferos quando comparada a outros isoformas, devido a
semelhanga entre ela e a enzima PLCP norpA em Drosophila e por que o nocaute dessa
enzima aboliu a fotoresposta em um subtipo de células ganglionares positivas para
melanopsina na retina de comundongos (Hughes et al., 2012). Além de PLC, varios
estudos tém demonstrado que a ativacdo melanopsina leva a um aumento transitério no
calcio intracelular (Sekaran et al., 2003; Panda et al., 2005; Melyan et al., 2005; Qiu et
al., 2005; Isoldi et al., 2005). A concentracdo de calcio citoplasmatico é fortemente
regulada pela célula, e dois tipos de receptores medeiam a liberacdo de calcio a partir do
reticulo endoplasmatico: inositol 1,4,5 trisfosfato (IP3) e receptores rianodina (Berridge
et al.,, 2002). IP3, assim como o diaglicerol (DAG), sdo produtos da clivagem do
fosfolipideo de membrana fosfatidil-inositol-4,5-bisfosfato (PIP,) pela PLC, e 0 seu
papel na liberacdo de célcio em resposta a luz foi demonstrado em alguns estudos
(Isoldi et al., 2005; Kumbalasiri et al., 2007). Contudo, a participacdo desses dois
componentes na via de sinalizacdo da melanopsina permanece indefinida, pois a
aplicacdo de anélogos de DAG ou de inibidores de IP; em células ganglionares
fotossensiveis da retina de mamiferos (pPRGCs) ndo promoveu a despolarizacdo dessas
células, ou bloqueou a resposta, respectivamente, indicando que esses componentes ndo
sdo necessarios na fototransducdo (Graham et al., 2008). Estes dados sugerem que 0
aumento do célcio intracelular ocorra através da abertura de canais TRPs, e que esses

sejam regulados pela diminuicdo de PIP, na membrana, ou pela liberacdo de acidos
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graxos provenientes da clivagem de DAG (Hughes et al., 2012). A inibi¢do do aumento
de expressdo dos genes per2 e cryla por BAPTA-AM demonstrou a relevancia do
aumento da concentracdo citosolica de calcio para a foto-resposta em células ZEM-2S.
Além disso, experimentos preliminares realizados pelo nosso grupo em microscopia
confocal comprovaram o aumento citoplasmatico transitorio de calcio nessas células.
Porém através dessas metodologias ndo pudemos avaliar se o célcio sinalizador para
esta resposta advém de estoques intracelulares ou do espago extracelular e novos
experimentos seriam necessarios para determinar a participacdo do DAG, IP3; e mesmo
dos canais TRPs nessas células.

Outra enzima que provamos desempenhar um importante papel na ativacdo dos
genes de reldgio em nosso modelo é a PKC. A PKC compreende uma grande familia de
proteinas, que se subdivide em trés sub-familias: (i) PKC classica (cPKC), ativada por
calcio, diacilglicerol, fosfatidilcolina e ésteres de forbol; (ii) nova PKC (nPKC), ativada
pelos mesmos compostos da cPKC , mas insensivel ao célcio, (iii) PKC atipica (aPKC),
ativada apenas por fosfatidil serinas (Nishizuka, 1988). Em células ZEM-2S, o papel
dessa enzima foi demonstrado pela presenca do inibidor ndo especifico de PKC, Ro 31-
8220, que bloqueou o aumento da expressdo dos genes per2 e cryla em resposta ao
estimulo de luz azul. Entre todas as isoformas de PKC, a mais provavel de participar da
ativacdo dos genes de rel6gio é PKCzeta. Em camundongos, o silenciamento do gene da
PKCzeta (Prkcz) gerou um comportamento semelhante ao fenotipo de animais nocautes
para melanopsina (Peirson et al., 2007), e a sua presenca ja foi relatada no sistema
nervoso central de Danio rerio (Patten et al., 2007).

A analise desses trés componentes, PLC, calcio e PKC, indica que o aumento da
expressao dos genes per2 e cryla induzido por luz azul ocorre através da via dos

fosfoinositideos. Se somarmos estes dois resultados, estimulacdo em espectro de

89



DISCUSSAO

absorcéo especifico (azul) e a via da PLC desencadeada por esse estimulo, novamente a
melanopsina pode ser colocada como um forte candidato na inducdo dos genes de
relogio per2 e cryla em células ZEM-2S nas condicdes experimentais avaliadas. Outros
possiveis candidatos seriam a va-opsin (vertebrate ancient opsin) e a tmt-opsin (teleost
multiple tissue opsin), sendo que esta Ultima ja foi proposta como o possivel
fotopigmento a intermediar a sincronizacdo por luz em reldgios periféricos de D. rerio
(Moutsaki et al., 2003; Cavallari et al., 2011). Porém, estudos filogenéticos tém
demonstrado que estas duas opsinas apresentam maior semelhanca com opsinas de
vertebrados (Terakita, 2005; Davies et al., 2010), o que sugere uma via de sinalizacdo
envolvendo ativacdo de transducina (GjGo), fosfodiesterase e hidrdlise de nucleotideos
ciclicos. De fato, foi recentemente demonstrado que a familia das opsinas opn3, que
inclui a opsina tmt, atua através da proteina Gi/Gy no teledsteo Takifugu rubripes e no
mosquito Anopheles stephensi (Koyanagi et al., 2013). No entanto, a questdo sobre o
“fotopigmento circadiano” em tecidos periféricos de D. rerio parece ser mais complexa
do que parece. Outros trabalhos com células dessa espécie demonstraram que a ativacdo
do promotor do gene per2 pode ocorrer em outros comprimentos de onda, tais como
verde (530nm) e vermelho (657 nm) (Cavallari et al., 2011; Mracek et al., 2013). Desta
maneira a participacdo destas e de outras opsinas na modulacdo dos genes de reldgio,
sob luz branca ou outros comprimentos de onda, ndo pode ser descartada.

Esses resultados, porém, ajudam a esclarecer uma questdo antiga a respeito da
existéncia de Crys fotossensiveis em D. rerio. Os dados expostos aqui sdo uma forte
evidéncia de que os Crys fotossensiveis ndo participam das respostas observadas no
modelo testado. A hipdtese dos Crys atuando como fotorreceptores em D. rerio esta
baseada no fato de que essas proteinas sdo os fotorreceptores circadianos primarios em

Drosophila (Emery et al., 1998; Stanewsky et al., 1998; Ceriani et al., 1999) e, apesar

90



DISCUSSAO

de absorverem luz no espectro azul, nossos dados diferem do mecanismo de acéo
conhecido dessas proteinas. Em Drosophila, a proteina Cry sofre uma mudanca
conformacional ap6s a absorcéo do foton de luz pela flavina que a compde, apds o que
interage com a proteina Timeless (Tim) e outros componentes que, em conjunto, vao
promover a protedlise de Tim, resultando no ajuste dos genes de reldgio ao estimulo
luminoso (Ortzuk et al., 2014). Dessa maneira, a proteina Cry age como um
fotopigmento que atua diretamente na maquinaria dos genes de reldgio sem a
necessidade de uma via de sinalizacdo. Por outro lado, em células ZEM-2S de D. rerio,
a luz aparentemente atua através de uma cascata de sinalizacdo, no caso, a via dos
fosfoinositideos, para modular a expressao dos genes de relogio, fazendo com que o
mecanismo de ajuste dos reldgios atraves dos Crys seja improvavel.

Todavia os resultados apresentados aqui ndo excluem o mecanismo de estresse
oxidativo, que continua sendo perfeitamente plausivel. Em 1993, Pittendrigh propds a
teoria conhecida como “fuga da luz”, a qual coloca luz e temperatura como as principais
pressdes seletivas na evolucdo da organizacdo circadiana. Logo, ndo seria surpresa se
opsinas (ou outros mecanismos de deteccdo luminosa) e 0 mecanismo de estresse
oxidativo coexistissem num mesmo sistema circadiano, € mesmo convergissem para

uma mesma resposta (ver discussdo abaixo).

Crosstalks com a Via de Sinalizacdo de Fosfoinositideos

Outro ponto importante que buscamos avaliar nesta tese é como a via de
sinalizacdo desencadeada pela melanopsina seria capaz de levar as alteragdes vistas nos
genes de relogio. As vias de sinalizacdo de fotorreceptores ciliares e rabdoméricos
foram principalmente estudadas, e por motivos Obvios, em células excitaveis, onde o

evento final da ativacdo dessas vias de sinalizacdo por luz é o fechamento de canais
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dependentes de nucleotideos ciclicos ou a abertura de canais TRPs, com a consequente
hiperpolarizacdo ou despolarizacdo celular, respectivamente. Mas como essas vias de
sinalizacdo, e mais especificamente a via dos fosfoinositideos demonstrada aqui, seriam
capazes de modular fatores de transcri¢do para os genes de reldgio? A resposta para essa
pergunta poderia estar na interacdo dessa via de sinalizacdo com outras vias, num
processo conhecido como crosstalk. Contudo, até o0 momento, ndo ha nenhum registro
de um possivel crosstalk ligando a via de sinalizacdo ativada pela melanopsina com
outras vias que levariam ao ajuste dos genes de relégio. Assim, propusemo-nos a
investigar trés importantes vias, cuja influéncia parece ser determinante na geracdo dos
ritmos nos NSQs de mamiferos, que sdo as vias de AMPc/PKA, NO/GMPc e MAPKSs.
No NSQ, o AMPc parece ser um importante segundo mensageiro que
desencadeia a expressdo de genes do reldgio. Esse nucleétido ciclico ativa PKA que é
capaz, entre outros efeitos, de catalisar a fosforilacio de CREB (CAMP response
element binding protein) em varios modelos (Golombeck & Rosenstein, 2010). O
conteddo de AMPc flutua no NSQ (Prosser & Gillette, 1991; Ferreyra & Golombeck,
2000) e a utilizacdo de seu analogo permeavel in vitro induz mudancas de fase quando
aplicadas durante o dia subjetivo (Prosser & Gillette, 1989). Mais recentemente, foi
proposto que o0 AMPc parece ser ndo s6 um componente da sinalizacdo que leva ao
arrastamento, mas também parte do proprio mecanismo molecular do relégio circadiano
(O’neill et al., 2008). A possivel interacdo entre a via dos fosfoinositideos e a via de
AMPCc/PKA foi avaliada em melandforos de X. leavis (Isoldi et al., 2010). Esse estudo
demonstrou que a luz age negativamente sobre a via AMPC/PKA, e que essa inibicdo se
daria através do aumento dos niveis intracelulares de célcio, ativacdo de calcineurina
(fosfatase PP2B) e inibicdo de adenilil ciclase; e/ou através da ativacdo de PKC,

fosforilacdo de proteinas de ancoramento (AKAPS) associadas a PKA e desestabilizagédo
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do seu ancoramento a membrana celular. A avaliacdo dessa via de sinalizacdo em
células ZEM-2S, contudo, obteve resultados contraditérios. Ao quantificarmos o
conteddo de AMPc gerado apos o pulso de 10 min de luz azul, pudemos verificar que
sua concentracdo foi reduzida pelo estimulo luminoso, indicando que esse nucleotideo
ciclico ndo seria necessario para o aumento de expressao dos genes de relégio per2 e
cryla. Entretanto, quando utilizamos o inibidor de adenilil ciclase, que inibe a producéo
de AMPc, o0 aumento ocasionado na expressdo dos genes per2 e cryla pelo pulso de luz
azul foi bloqueado. Resultados similares foram reportados em um estudo realizado com
células Z3 de D. rerio (Cermakian et al., 2003), nas quais a inibicdo de PKA reduziu o
aumento da expressdo do gene per2 pelo estimulo luminoso, enquanto que a adicdo de
forscolina, um ativador de adenilil ciclase, ndo teve efeito sobre sua expressdo. Fica
claro que o papel do AMPc no ajuste dos genes de reldgio em tecidos periféricos de D.
rerio permanece pouco claro e novos experimentos se fazem necessarios para o
esclarecimento dessa questao.

Por outro lado, varios estudos tém sugerido que a ativacdo dos genes de reldgio
pode resultar da ativacdo da via do NO/GMPc. Em 2005, Isoldi e colaboradores,
observaram um aumento de 4 vezes na concentracdo de GMPc em melanoforos de
Xenopus laevis, quando estes foram estimulados por luz branca. Curiosamente, esse
nucleotideo ciclico ndo participa da dispersdo de pigmento induzida por luz, pois a
utilizacdo de YC-1, um ativador de guanilil ciclase, ou do analogo de GMPc, 8-bromo-
GMPc, ndo produziram quaisquer efeitos sobre os melanoforos de Xenopus,
permanecendo obscuro o papel do GMPc nas foto-respostas nesse modelo. Nosso grupo
supds que esse aumento poderia estar relacionado ao ajuste dos genes de reldgio nos
tecidos periféricos desse animal, e essa hipOtese encontra suporte em estudos

farmacologicos e eletrofisiologicos realizados nos NSQs de mamiferos, que
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demonstraram a importancia de outros componentes dessa via, como a da enzima 6xido
nitrico sintase neuronal (nNOS) na resposta circadiana a luz, bem como sua associacao
com CaMK Il (Golombeck & Ralph, 1994; Golombeck & Ralph, 1995; Ding et al.,
1994; Wanabe et al., 1995; Fukushima et al., 1997; Melo et al., 1997; Ferreyra et al.,
1998; Agostino et al., 2004). De forma semelhante, nossas investigacbes mostraram que
as enzimas NOS e CaMK Il atuam na regulacdo dos genes de reldgio, ja que a presenca
dos respectivos inibidores L-NAME e KN-93, reduziu significativamente o aumento da
expressao de per2 e cryla. Os experimentos realizados em microscopia confocal
mostraram um grande aumento na producdo de NO, entre 5 e 13 vezes, apos a
estimulacdo de luz azul por 10 segundos, indicando que essa molécula possa ter um
papel importante nas células ZEM-2S. Contudo ha que se fazerem algumas ressalvas
guanto a esse experimento, como ja foi discutido anteriormente, ja que outros
comprimentos de onda além do azul sdo capazes de ativar os genes de reldgio em
células de D. rerio. Assim, o laser verde utilizado para o monitoramento poderia ter
estimulado as células ao invés do pulso de luz azul. Além disso, é necessaria a
realizacdo de novos experimentos com a utilizacdo de inibidores e doadores de NO para
gue ndo reste davida que o aumento observado se refere a producéo de NO.
Tradicionalmente, a via do NO/GMPc envolve a producdo de NO pela NOS,
ativacdo da guanilil ciclase, aumento nos niveis de cGMP e a ativacdo da proteina
quinase G (PKG). Nossa expectativa era de que essa via fosse a responsavel pelo ajuste
dos genes de relogio nos tecidos periféricos de D. rerio, no entanto, 0 aumento de
GMPc, promovido pelo YC-1 em células ZEM-2S n&o levou ao aumento da expresséo
dos genes per2 e cryla, o que é uma forte evidéncia de que a expressao desses genes

ndo é aumentada através da ativacdo de PKG.
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Outra possibilidade da participacdo do NO na sinalizacdo pela luz azul seria
através de um mecanismo menos tradicional, com o NO atuando por uma via
independente de GMPc. De fato, ja foi demonstrado que em células neuronais, 0 NO
pode estar envolvido com a alteracdo da expressao de genes, por induzir a fosforilacao
de ERK através de Ras, de um modo independente de GMPc (Yun et al., 1998). Foi
sugerido que essa interacdo poderia propiciar a via através da qual a luz, pela inducédo da
producdo de NO, ativaria a via da MAPK no NSQ (Obrietan et al., 1999).

Interessantemente, outra enzima envolvida com a ativacdo de genes do relégio
em células ZEM-2S ¢ a MAPK. MAPKSs sdo ativadas por uma variedade de estimulos
como fatores de crescimento, citocinas, oncogenes e condicdes de estresse, e sdo
conhecidas por regularem processos celulares, tais como a expressdo de genes,
diferenciacdo e proliferacdo (Krishna & Narang, 2008). Além disso, as MAPKSs
desempenham um importante papel na formacdo dos ritmos circadianos no NSQ
(Chansard et al., 2007; Akashi et al., 2008). Foi demonstrado em diversos estudos que a
inibicdo de ERK-2 promove o bloqueio da resposta circadiana a luz (Obrietan et al.,
1998; Butcher et al., 2002; Butcher et al., 2003; Dziema et al., 2003), e 0s trés membros
da familia das MAPKs, ERK1/2, p38 e JNK, exibem varia¢cfes diurnas e circadianas em
sua atividade no NSQ (Pizzio et al., 2003). Em D. rerio, o papel das MAPKSs no ajuste
dos genes de reldgio por estimulos luminosos ja havia sido investigado (Cermakian et
al., 2003; Hirayama et al., 2009; Mracek et al., 2013). Nossos dados estdo de acordo
com os dois primeiros trabalhos, que mostram que a via das MAPKSs atua de forma
positiva sobre os genes de relogio quando estimulados por luz branca, pois a sua
inibicdo impede o0 aumento da expresséo desses genes. Nossos resultados com o inibidor
de MAPK, PD-98059, mostraram uma drastica inibicdo do aumento da expressdo dos

genes per2 e cryla. Em contraste, o tltimo trabalho citado acima mostra que o aumento
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das expressdes dos genes per2 e cryla, quando estimulados por luz azul, se torna ainda
mais proeminente e sustentado quando o inibidor de MAPK ¢ utilizado. Embora nem
todos esses estudos estejam em concordancia, em conjunto eles demonstram que a
MAPK possui um papel fundamental no ajuste dos genes de relégio em Danio rerio.

Pelo que foi discutido acima, aparentemente trés vias de sinalizacdo,
AMPc/PKA, NO e MAPK, participam, gracas a crosstalks com a via dos
fosfoinositideos, do ajuste dos genes de reldgio decorrentes do pulso de luz azul em
células ZEM-2S de D. rerio, com destaque para as duas Ultimas devido a aparente
controvérsia encontrada nas investigacdes da via AMPc/PKA. No NSQ de mamiferos, o
principal candidato a integrar os sinais advindos dessas diferentes vias é a fosforilacao
do fator de transcricdo CREB/CRE, a qual pode ser ativada por mdltiplas quinases
como PKA (Gonzalez & Montminy, 1989), CaMK (Sheng et al., 1991) e MAPK (Xing
et al., 1996). Os argumentos a favor da integracdo das vias de NO e MAPK vém de
estudos provando que a integridade dessas duas vias € essencial na fosforilacdo de
CREB nos NSQs (Ding et al., 1994; Ding et al., 1997; Obrietan et al., 1999), e da
demonstracdo de que a producdo de NO é fundamental para a atividade de fosforilacdo
das ERK em culturas primarias de cértex neural (Yun et al., 1998). Nossos resultados
também apontam para uma interacdo entre as vias do NO e das MAPK e, assim como
foi sugerido anteriormente, apontam para uma sinalizagdo pela qual a producdo de NO
induzida por luz pode ativar a via das MAPK e, consequentemente, levar ao ajuste dos
genes de relogio pela ativacdo de CREB.

E importante notar que as semelhancas observadas entre as vias de sinalizagdo
nos NSQs de mamiferos e em células ZEM-2S de D. rerio podem refletir um
mecanismo preservado no ajuste dos genes de reldgio na evolugdo dos vertebrados. A

conservagdo desse mecanismo € obviamente critica na funcdo celular e demonstra a
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necessidade de melhor entendermos os mecanismos que sustentam e modificam a
expressao dos genes de reldgio nos tecidos periféricos. A Fig. 30 mostra 0 mecanismo
proposto neste trabalho para a modulacdo de genes de reldgio por luz azul, através da

fotoativacdo da melanopsina, nas células ZEM-2S de Danio rerio.
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Fig. 30 — Esquema da via de sinalizacdo desencadeada pela ativacdo da melanopsina por luz
azul e o crosstalk proposto para modulacdo dos genes de relégio em células ZEM-2S de D.
rerio. Linhas continuas indicam etapas comprovadas neste trabalho e/ou na literatura; linhas

tracejadas indicam etapas ainda ndo comprovadas.
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Estresse Oxidativo e Opsinas

Por muitos anos pesquisadores vém procurando pela molécula fotorreceptora
que torna as células de Danio rerio sensiveis a luz e, mais do que isso, o fotorreceptor
responsavel pela sincronizacdo dos genes de relégio aos estimulos luminosos. Apds
demonstrarmos que os Crys fotossensiveis sdo candidatos improvaveis a intermediar
essa resposta, ainda restam evidéncias que suportam duas possibilidades, o estresse
oxidativo e as opsinas. Grande parte das evidéncias que mostram o estresse oxidativo
como o agente sincronizador dos genes de reldgio por luz coloca as oxidases contendo
flavinas, por exemplo, NADPH e acyl-CoA oxidase, como o provavel fotorreceptor
(Hirayama et al., 2007; Uchida et al., 2010). Através desse sistema, o féton absorvido
por essas enzimas levaria a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), ativacao
da via das MAPKs e regulacdo dos genes de relégio, porém a participacdo efetiva
dessas oxidases na fotorrecepcao ainda ndo foi comprovada. Embora nossos resultados
coloquem uma opsina como candidato a intermediar a sincronizacdo em células ZEM-
2S, a hipotese anterior ndo deve ser excluida. Na realidade, esse dois mecanismos
aparentemente convergem para uma mesma via de sinalizacdo, nesse caso, a via das
MAPKSs (Cermakian et al., 2003; Hirayama et al., 2007). A diferenca entre esses dois
mecanismos pode residir nas moléculas que ativam a via das MAPKS: no estresse
oxidativo a ativacdo é feita através de ROS (Hirayama et al., 2007; Uchida et al.,
2010), enquanto que na via de sinalizagcdo proposta neste trabalho a ativacdo se daria
através de espécies reativas de nitrogénio (RNS). Um grande numero de trabalhos vem
demonstrando que as RNS, assim como as ROS, podem atuar nas cascatas de
sinalizacdo através de modifica¢bes pos-transcricionais, fornecendo um controle da
conformacdo espacial e temporal de proteinas, o que resultaria em um ajuste fino da sua

atividade (para revisao ler Hess et al., 2005; Martinez-Ruiz et al., 2011). A relevancia
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fisioldgica para dois sistemas separados pode ser justificada pelos niveis de irradiancia
ao qual Danio rerio esta exposto. Em &guas turvas ou profundas, ou ainda no
amanhecer e entardecer, dada a baixa taxa de irradiancia, por exemplo, as opsinas
poderiam oferecer um melhor sistema de deteccdo para a sincronizagdo por luz, haja
visto que um anico foton é capaz de ativa-las (Terakita, 2005; Davies et al., 2010).
Neste cendrio, o estresse oxidativo seria mais efetivo em condicGes de altos niveis de
irradiancia, reforcando a sincronizacdo e ativando os sistemas de fotorreativacdo e de

reparo de DNA.

Transfeccdo em Celulas ZEM-2S e Silenciamento de Melanopsinas

Os dados obtidos nos experimentos com pulso de luz e a andlise da via de
sinalizacdo desencadeada por ele certamente colocam a melanopsina como um forte
candidato a intermediar a sincronizacdo dos rel6gios periféricos de Danio rerio, porém
a prova inequivoca do envolvimento da melanopsina nesse processo, so seria possivel
através do silenciamento de seus genes. O silenciamento ndo s6 comprovaria seu
envolvimento, como nos permitiria analisar funcionalmente os diferentes genes da
melanopsina. Para que fosse possivel tal analise, seria imprescindivel a transfeccdo de
forma eficiente dos siRNAs desenhados com base nos dois genes da melanopsina
conhecidos em zebrafish no momento da idealizacdo deste projeto. Diversos métodos
foram testados pelo nosso grupo, até que pudessemos chegar a dois métodos com
eficiéncias satisfatorias. Isso se deve ao fato de que os reagentes de transfeccdo
vendidos comercialmente, em sua maioria foram desenvolvidos e testados em células de
mamiferos, e a sua otimizacdo em células de outras classes de vertebrados pode
configurar uma tarefa extremamente ardua. Nossos resultados demonstraram que, dentre

as metodologias utilizadas, duas, nanotubos de carbono (NTC) e o kit quimico
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GenMute, foram extremamente eficientes na transfeccdo de siRNA em células ZEM-2S
de Danio rerio, algo que normalmente néo se esperaria. Os dois tipos de NTCs, single-
wall e multi-wall, foram capazes de transfectar praticamente 100% das células testadas.
Na literatura, ja foi demonstrado que as particulas single-wall sdo eficientes na
transfeccdo de células de mamiferos dificeis de transfectar, como neurbnios e
cardiomidcitos (Ladeira et al., 2010), assim como sdo também consideradas as células
de D. rerio. Apesar dos NTCs single-wall serem considerados um metodo de
transfeccdo mais eficiente, a transfeccdo com o NTC multi-wall também se mostrou
extremamente eficiente, fazendo o uso das nanoparticulas na transfeccdo de células de
zebrafish um método bastante promissor.

Contudo o método escolhido para introducdo dos siRNAs em células ZEM-2S
foi o da transfeccdo quimica, por uma simples questdo de disponibilidade, ja que a
obtencdo e o envio dos nanotubos de carbono eram muita vezes demorados. A
transfeccdo com o kit quimico foi monitorada por um periodo de 24 a 72 horas, onde
pudemos observar que o complexo formado entre os agentes quimicos e o siRNA foi
gradualmente incorporado pela célula, e que a eficiéncia desse método é praticamente
100% assim como a transfeccdo por NTCs. Contudo os dados obtidos em nossos
experimentos de PCR em tempo real demonstraram que, em apenas 3 horas apos a
transfeccdo, os genes da melanopsina ja haviam sido silenciados. Com o intuito de
verificar a participacdo da melanopsina ortéloga de mamiferos (opn4m) utilizamos todas
as trés sequéncias de siRNA disponiveis para os genes opndm-1 e opndm-2, pois
verificamos através de andlises bioinformaticas que possivelmente esses SiRNAS seriam
capazes de silenciarem as trés opn4ms de D. rerio, opn4m-1, opn4m-2 e opn4m-3.

Nossos resultados mostraram que o silenciamento nas células ZEM-2S de D.

rerio esta ocorrendo de forma inespecifica, pois foram silenciados outros genes além
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dos genes da melanopsina, como os genes de reldgio perlb, per2, cryla e crylb, assim
como o gene do receptor de glicocorticoide. A questdo sobre a eficiéncia de sSIRNA em
D. rerio parece controversa e permanece ndo resolvida no meio cientifico (Sifuentes-
Romero et al.,, 2011). Curiosamente, os trabalhos que argumentam contra o
silenciamento por siRNA nessa espécie apontam sempre para 0 mesmo problema, a
inespecificidade do silenciamento. Um dos possiveis motivos pode ser a ativacdo do
sistema interferon (IFN), que € uma resposta imune inata das células de vertebrados em
resposta a infeccBes virais (Sifuentes-Romero et al., 2011). J& foi demonstrado que
sequéncias longas de RNA de interferéncia, acima de 30 pares de base, assim como a
concentracdo utilizada, podem levar a ativacdo desse sistema (para revisao ler Dorsett &
Tuschl, 2004; Sifuentes-Romero et al., 2011). O problema em células ZEM-2S pode ter
sido decorrente da concentracdo de siRNA utilizada, 50 nM, a qual foi indicada pelo
protocolo do fabricante. Logo, novos experimentos sdo necessarios para avaliar a
influéncia da concentracdo dos siRNAs em células ZEM-2S de D. rerio.

A principal dificuldade encontrada nesta tese foi o estabelecimento de uma
linhagem transfectada estavel a partir das células ZEM-2S, pois o0s dois métodos citados
acima foram absolutamente ineficientes na transfeccdo do plasmideo perl:luc. O Unico
método que se mostrou eficiente foi a transfeccdo por eletroporagédo e nossos resultados
demonstraram que sua eficiéncia varia de acordo com a quantidade de DNA
transfectado. Apesar de ser um método de transfeccdo relativamente eficiente, o
principal problema associado a essa técnica estava relacionado a sobrevivéncia das
células. As imagens utilizadas na determinacédo da eficiéncia da técnica também revelam
que muitas vezes apenas um pequeno grupo de ceélulas sobrevivia ao processo de
eletroporacdo, o que foi uma dificuldade adicional no estabelecimento da linhagem

ZEM-2S perl:luc. Por esse motivo, optamos por deixar as células em descanso por um
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periodo de dois dias a uma semana para que se recuperassem da eletroporacdo. A
selecdo das células transfectadas decorreu de acordo com os dados obtidos pela curva de
mortalidade, ou seja, com uma concentracdo de 900 pg/mL de geneticina, porém ao
término de 15 dias nenhuma célula sobreviveu ao tratamento. A geneticina e 0
plasmideo de resisténcia, pcDNA, utilizados nesse experimento sdo especificos para
mamiferos, e esse pode ter sido um dos motivos pelo qual a sele¢do dos clones néo foi
bem sucedida. Isso se torna mais evidente pelo fato de que células B16 F10 de
melanoma murino foram submetidas a mesma estratégia de transfeccdo em nosso
laboratério e uma linhagem transfectada estavel foi obtida sem maiores problemas.
Além disso, como mencionado anteriormente, outros experimentos foram realizados
variando-se a concentracdo do plasmideo de resisténcia e a concentracao do antibiético,
mas até o momento ndo conseguimos estabelecer a linhagem transfectada estavel a

partir da linhagem ZEM-2S.
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Os dados apresentados neste trabalho colocam a melanopsina como o principal
candidato para a captura do sinal luminoso que leva, em dltima instancia, a
sincronizacdo dos genes de relogio em tecidos periféricos de Danio rerio. Essa
afirmacdo e embasada em trés fatos: (1) a deteccdo das proteinas Opm4m-1 e Opn4m-2
nas células ZEM-2S; (2) o pulso de luz azul, que corresponde ao espectro de absorcao
da melanopsina, estimula a expressdo de genes de reldgio; (3) a via de sinalizagédo
desencadeada pela luz azul, no caso, a via dos fosfoinositideos, corresponde a via de
sinalizacdo ativada pela fotoativacdo da melanopsina em outros sistemas, a0 mesmo
tempo em que descarta a participacdo de candidatos como Crys fotossensiveis e de
opsinas como a Va-opsina e a Tmt-opsina, ja que estas disparam a foto-sinalizacdo por
outras vias. Além disso, mostramos que a via de sinalizacdo da melanopsina faz
crosstalks com a via do NO e das MAPKSs propiciando a porta pela qual a via dos
fosfoinositideos poderia modular o promotor dos genes per2 e cryla.

Contudo nossos dados ndo descartam a possibilidade da participacdo de outras
opsinas na percepcdo da luz branca e de outras cores do espectro, como verde e
vermelho. Ainda, ndo fica excluida a possibilidade da existéncia de uma opsina com
caracteristicas semelhantes as da melanopsina na sincronizacdo por luz azul, fazendo
com que os ensaios com RNA de interferéncia sejam fundamentais para responder essa
questdo e outras a respeito das possiveis diferencas de funcionalidade entre os genes da
melanopsina.

Adicionalmente, o0s resultados apresentados aqui fornecem importantes
informacdes sobre o mecanismo de sincroniza¢do nos relogios periféricos de Danio
rerio, reforcando a ideia de que células em cultura s&o um 6timo modelo para anélises

genéticas dos mecanismos que os modulam, e contribuem com novos dados que
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servirdo como base para um melhor entendimento da relacdo dinamica entre osciladores

centrais e periféricos.
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RESUMO

A melanopsina foi descoberta em 1998 por Ignacio Provencio e colaboradores
em melandforos de Xenopus leavis. Desde sua descoberta, esse fotopigmento surgiu
como um possivel candidato a intermediar os fenbmenos de sincronizacdo nos
vertebrados. Nos mamiferos, a melanopsina é encontrada num pequeno subgrupo de
células ganglionares da retina, conhecido como ceélulas ganglionares retinianas
intrinsecamente fotossensiveis (ipRGCs) e o seu papel como fotopigmento responsavel
pela percepc¢do luminosa, que leva a sincronizagdo das espeécies dessa classe aos ciclos
de claro e escuro, ja foi estabelecido. A melanopsina esta presente na retina de todas as
classes de vertebrados estudadas até o momento mas, em contraposicdo a essa
afirmacdo, a sua estrutura tem maior semelhanca com opsina de invertebrados do que
com opsina de vertebrados, sugerindo que sua fototransducdo ocorra atraves da via dos
fosfoinositideos. Essa hipdtese foi confirmada por diversos trabalhos na literatura e
estudos posteriores demonstraram que, em vertebrados ndo mamiferos, a melanopsina é
codificada por dois genes: um ortélogo ao de mamiferos, Opn4m, e um ort6logo ao de
X. leavis, Opn4x, levantando diversas questdes a respeito da funcionalidade dessa
opsina.

Nosso grupo vem estudando esse fotopigmento nos tecidos periféricos de
vertebrados desde 2001, sendo que foi pioneiro em demonstrar, em melanéforos de
Xenopus laevis, que a dispersao dos granulos de melanina se da através da fotoativacdo
da melanopsina que desencadeia a cascata de fosfoinositideos. E estudos mais recentes
vém colocando a melanopsina como um dos possiveis fotopigmentos responsaveis pela
sincronizacdo de relogios periféricos em organismos como peixes e anfibios. Nesse
sentido, a linhagem de celulas ZEM-2S do peixe teleosteo Danio rerio é um 6timo
modelo para o estudo das vias de fototransducdo em relogios periféricos. Ja foi

demonstrado que essa linhagem de células é responsiva a estimulos luminosos, exibindo
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uma proliferacdo diferencial frente a diferentes regimes de claro e escuro, e ativando a
expressao de genes de relégio como clock, perl e crylb, que conhecidamente sdo
responsaveis por sincronizar os ritmos bioldgicos ao fotoperiodo ambiental. Nossos
experimentos de imunocitoquimica detectaram a presenca das duas proteinas
codificadas pelos genes opndm-1 e opndm-2 da melanopsina, e mostraram uma
significativa diferenca na distribuicdo das proteinas Opndm-1 e Opndm-2. Analises de
PCR quantitativo mostraram que um pulso de luz azul de 10 min é capaz de alterar a
expressao dos genes de reldgio perlb, per2, cryla e crylb, e que essa alteracdo ocorre
através da via dos fosfoinositideos em células embrionérias ZEM-2S de Danio rerio.
Em adicdo mostramos que para promover a alteracdo dos genes de reldgio, a via dos
fosfoinositideos interage com outras vias de sinalizacdo como a via do 6xido nitrico
(NO) e a via das proteina quinases ativadas por mitogenos (MAPKS). Esses dados
sugerem que a melanopsina seja um dos principais candidatos a intermediar os
processos de sincronizacdo nessas células, pois a somatoria dos resultados de deteccao
da melanopsina, estimulacdo dentro de seu espectro de absorcdo e ativacdo da via dos
fosfoinositideos, a coloca a frente de outras opsinas como vertebrate ancient opsin (Va-
opsin) e teleost multiple tissue opsin (Tmt-opsin) e de outros candidatos como Crys
fotossensiveis e mecanismos de estresse oxidativo. No curso deste trabalho também
conseguimos definir metodologias eficientes de transfeccdo de RNA de interferéncia e
de DNA plasmidial em células ZEM-2S de D. rerio, que sdo ferramentas fundamentais

nos estudos de expressao génica nesse modelo.
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ABSTRACT

Melanopsin was discovered in 1998 by Ignacio Provencio and colleagues in
Xenopus leavis melanophores. Since its discovery, this photopigment has emerged as a
possible candidate to mediate synchronization in vertebrates. In mammals the
melanopsin is found in a subset of retinal ganglion cells, known as intrinsically
photosensitive retinal ganglion cells (ipRGCs) and their role as the photopigment
responsible for photoentrainment in mammals has already been established. Melanopsin
is present in the retina of all vertebrate classes studied to date, nevertheless, its structure
is more similar to invertebrate than to vertebrates opsins, suggesting that their
phototransduction pathway occurs through the phosphoinositide pathway. This
hypothesis has been confirmed by several studies in the literature. Later studies showed
that melanopsin is encoded by two genes in non-mammalian vertebrates, Opn4m
orthologous to mammalian and Opn4x orthologous to X. leavis, raising new questions
about the functionality of this opsin.

Our group has studied this photopigment in vertebrate peripheral tissues since
2001 and, in Xenopus laevis melanophores, we demonstrated that pigment granule
dispersion occurs through photoactivation of melanopsin and triggering of
phosphoinositide pathway. More recent studies have put melanopsin as a possible
photoreceptor responsible for peripheral clocks entrainment in organisms like fish and
amphibians. In this context, the ZEM-2S cell line of the teleost fish Danio rerio is a
good model to study the mechanism of phototransduction in peripheral clocks. It has
been previously demonstrated that this cell line is responsive to light stimuli, exhibiting
a differential proliferation when submitted to different light/dark regimes and activating
the expression of clock genes such as clock, perl and crylb, known to synchronize the
biological rhythms to environmental photoperiod. Our immunocytochemistry

experiments detected the presence of two proteins encoded by the melanopsin genes
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opndm-1 and opndm-2, and showed a significant difference in the distribution of
proteins Opndm-1 Opn4m-2. Quantitative PCR analyses showed that a 10-min blue
light pulse is able to change the expression of the clock genes perlb, per2, crylb and
cryla, and that this change occurred through the phosphoinositide cascade in embryonic
ZEM-2S cells of D. rerio. In addition we showed that, to promote the change in clock
gene expression, the phosphoinositide pathway interacts with other signaling pathways
such as the nitric oxide (NO) and the mitogen-activated protein kinase (MAPK)
pathways. These data suggest that melanopsin is a major candidate to mediate the
photoentrainment in these cells, because taken together, the detection of melanopsin,
stimulation within its absorption spectrum and activation of the phosphoinositide
cascade, puts it ahead of other opsins, as the vertebrate ancient opsin (Va-opsin) and
teleost multiple tissue opsin (Tmt-opsin), and other candidates, as photosensitive Crys
and mechanisms of oxidative stress. In the course of this work, we could also define
efficient methods for transfection of interference RNA and plasmidial DNA in ZEM-2S
cells of D. rerio, which are fundamental tools in studies of gene expression in this

model.
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