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RESUMO

A melatonina hormdnio produzido pela glandula pineal, e também por outros
tecidos como a retina € responsavel por sinalizar aos seres vivos se esta claro ou
escuro. Melatonina tem acdo no desenvolvimento via o receptor de membrana
Mella e a enzima NRH: quinona redutase 2 (QR2). Dessa forma, o objetivo do
presente estudo foi iniciar a localizacdo do receptor de membrana Mella e da
enzima NRH: quinona redutase 2 (QR2) no desenvolvimento de vertebrados,
tomando como modelo animal o desenvolvimento da tartaruga de agua doce
Kinosternon scorpioides (mucud). Para tanto, retinas e embrides inteiros de 21 dias
(E21) e de animais po6s-eclodidos (PH) com 60 dias de vida foram submetidos a
imunohistoquimica e imunoensaios, usando anticorpos comerciais e visualizados
com o anticorpo fluorescente Texas red. Tanto o receptor Mella, quanto a enzima
QR2 foram localizados em importantes caracteres morfologicos externos em E21 e
nas retinas de embrides E21 e PH. Os resultados mostraram que o receptor Mella
esta presente em E21 nas regibes maxilar e mandibular, no contorno externo do
olho, na iris, fissura coréide, pescoco, membros anteriores e posteriores alongados,
carapaca rudimentar, além da parte interna da cauda em brotamento. As marcacoes
gue a enzima QR2 produziu nos embribes de 21 dias (E21) ocorreram nos
caracteres morfoloégicos externos a seguir. Na cabecga, regido maxilar; no olho,
cristalino e iris; membros anteriores e posteriores alongados e na cauda em
brotamento. Nenhuma fluorescéncia foi observada nos controles negativos
incubados sem o anticorpo primario. Sendo assim, nossos achados sugerem que
melatonina tem participacdo no desenvolvimento de Kinosternon scorpioides, seja
na ossificacao, papel do receptor Mella, seja na protecdo contra xenobioticos, papel
da QR2. O papel da melatonina no desenvolvimento de tartarugas ainda esta longe
de ser completamente desvendado, mas encontramos algumas respostas
interessantes e surgiram perspectivas para investigagoes futuras.

Palavras-chave: Kinosternon scorpioides. Desenvolvimento. Producdo animal.
Melatonina. Receptor de melatonina Mella. QR2.



ABSTRACT

The pineal and others tissues produced hormone melatonin synchronizes
biological clocks with dark light environmental cycle. This hormone has functions on
development via Mella melatonin receptor and NRH: quinona redutase 2 (QR2)
enzyme. The present aim was to initiate an investigation about the localization of the
both Mella melatonin receptor and QR2 enzyme melatonin binding site in vertebrate
development. We taken as a model the fresh water turtle Kinosternon scorpioides
(mucud). Whole 21 days embryos (E21) and retinas from E21 and 60 days post-
hatched (PH) mucuas respectively were assayed by immunoassays and
immunohistochemistry, using commercial antibodies and the results were revealed
by Texas red fluorescence. As Mella melatonin receptor as QR2 enzyme were
localized in important external morphological characters in E21 and in retinas from
both E21 and PH. Results showed Mella melatonin receptor in maxillary, mandibula,
eye contour, Iris, choroide fissure, neck, elongated forelimb and hindlimb, developing
carapace, beyond of the internal part of the tail bud. QR2 fluorescent signals in whole
E21 embryos were in the following morphological external characters. In head, QR2
is at maxillary region; in the eye at lens and iris; in elongated forelimb and hindlimb;
and in tail bud. No fluorescence was observed in negative controls incubated without
the primary antibody. In conclusion, our achievers suggest that melatonin participates
in Kinosternon scorpioides development as in ossification, hole of the Mella
receptor, as in xenobiotic protection, hole of the QR2 enzyme. Melatonin functions on
turtle development disclose are only starting, but we found some interesting answers
and future investigations arise from these studies.

Key words: Kinosternon scorpioides. Development. Animal production. Melatonin.
Melatonin Receptor Mella. QR2.
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1 INTRODUCAO

Cronobiologia pode ser entendida como um esfor¢o multidisciplinar para com-
preender a dimensao temporal da vida, sendo reconhecida principalmente pelo es-
tudo dos fenémenos “enigmaticos” conhecidos como ritmos bioldgicos. Esses se-
guem as variacdes de luz ambiental durante o dia (ritmos circadianos) e durante o
ano (ritmos circanuais). Sado produzidos também pelos relogios biologicos, os quais
sdo mecanismos endodgenos que geram oscilagbes sustentadas em todos os niveis
dos sistemas bioldgicos (AGUILAR-ROBLERO et al., 2001).

A retina capta luminosidade do ambiente e transmite essa informacéo para o
nacleo supraquiasmatico (NSQ), independentemente da sua capacidade de forma-
cao de imagem. Isso ocorre atraves do trato retinohipotalamico (TRH) que tem ori-
gem em células ganglionares fotossensiveis, cujo fotopigmento é a melanopsina. O
NSQ entédo processa a informacéo e transmite pra os reldgios periféricos e cerebrais
(localizados nos outros nucleos hipotalamicos, no talamo, na habénula e na amigda-
la) de forma a poder organizar todos os ritmos enddgenos individuais. A conducéo
da informacéo circadiana é feita através de hormoénios e metabdlitos e também por
controle nervoso direto, envolvendo sistema nervoso autbnomo e o sistema neuro-
enddocrino. O neurohorménio responsavel por fornecer aos 6rgaos informacfes de
claro ou escuro é a melatonina (DIBNER et al., 2010).

Nas salamandras, serpentes, tartarugas e aves, a glandula pineal coexiste
com o chamado 6rgao parapineal e, tendo células fotorreceptoras em seus tecidos,
regula ela mesma a biossintese de melatonina, possuindo a capacidade de gerar
ritmos circadianos e sazonais (KORF et al., 1998). De fato, em peixes e anfibios, as
células da glandula pineal tém funcdo semelhante ao olho, ou seja, sdo extrema-
mente fotossensiveis; nos demais vertebrados, todos os vestigios desta funcéo fo-
torreceptora desapareceram (SRINIVASAN et al., 2005).

Melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € uma molécula conservativa presen-
te em todos os filos, entretanto maiores estudos sobre sua caracterizacéo e efeitos
se concentram nos vertebrados, principalmente em mamiferos (SIMONNEAUX; RI-
BELAYGA, 2003). E o principal horménio da glandula pineal, pertencente ao grupo
das indolaminas. Tém receptores acoplados a proteina G (MT1, MT2 em mamiferos,
Mella, Mellb e Mellc em aves) (DUBOCOVICH et al., 2010; WIECHMANN; SHER-
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RY, 2013), sitio de ligacdo na proteina ligante de céalcio calmodulina (BENITEZ-KING
et. al, 1993; MARKUS; TAMURA, 2009), e liga no sitio ativo da enzima quinona re-
dutase 2, cuja fisiologia vem sendo estudada (SAMPAIO, 2009, 2013a). Modula po-
sitivamente enzimas antioxidantes e possui, ela mesma atividade antioxidante (A-
CUNA-CASTROVIEJO et al., 2007).

A funcdo da melatonina no desenvolvimento embrionario vem sendo demos-
trada utilizando a retina de pintinhos como modelo para o estudo de mudancas celu-
lares e moleculares no sistema nervoso durante o desenvolvimento embrionéario
(SAMPAIO, 2008; 2009; SAMPAIO; MARKUS, 2010). Também sabe-se da participa-
cdo da melatonina nos estagios iniciais da embriogénese de mamiferos (SAMPAIO
et al., 2012).

Dentre as tartarugas brasileiras, o Kinosternon scorpioides (Linnaeus,
1766)(Testudines;Kinosternidae), € uma das menos conhecidas pela ciéncia e
provavelmente uma das mais ameacadas no Brasil, mesmo que sua caca seja
proibida (MACHADO JUNIOR et al., 2006). Nesse sentido, estudar a influéncia da
iluminagdo ambiental no desenvolvimento embrionério dessa espécie é de suma
importancia para o conhecimento de sua biologia, uma vez que, a reprodu¢cdo como
a de outras tartarugas é sazonal (CASTRO, 2006; GOMES et al., 2006 ).

Sendo assim, no trabalho em questéo foi estudado a expressédo do receptor
transmembréanico de melatonina Mella e o sitio de ligacdo na enzima QR2 nas reti-

nas de Kinosternon scorpioides embrionarios e pos-eclosao.



14

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Investigar a participagdo do neurohormonio melatonina no desenvolvimento

de Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766)(Testudines;Kinosternidae).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Descobrir a atuacdo da melatonina no desenvolvimento de Kinosternon
scorpioides;

- Analisar através de imunoensaios em embrides inteiros de Kinosternon scorpioides
a expressao do receptor de membrana (Mella) e do sitio de ligacdo de melatonina
QR2;

- Verificar através de imunohistoquimica a expressao do receptor de membrana
(Mella) e do sitio de ligacdo de melatonina QR2 em retinas embrionarias e pos-

eclosdo de Kinosternon scorpioides.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 CRONOBIOLOGIA

A Cronobiologia € a ciéncia que estuda os ritmos e os fenémenos fisicos e bi-
oquimicos periédicos que ocorrem nos seres vivos. Existem iniUmeros tipos de ritmos
gue orientam o organismo. Quando estes ritmos tém a duracéo aproximada de vinte
e quatro horas, sao denominados de ciclos circadianos (circa diem, aproximadamen-
te um dia), no entanto, se a duracgéo for superior, chamam-se ultradianos ou se, por
outro lado, tém uma duracao inferior, sdo chamados de infradianos. Os ciclos circa-
dianos manifestam-se na organizacdo temporal de processos fisioldgicos, celulares,
neuronais, bioquimicos e comportamentais. Permitindo, assim, que o0 organismo an-
tecipe a fase do dia, constituindo estes processos de forma proativa e ndo apenas
reativa (DIBNER et al., 2010).

Como disciplina cientifica formal, a cronobiologia é recente. Apesar dos pri-
meiros relatos empiricos dos ritmos bioldgicos datarem de 1729, somente em 1960 é
que a cronobiologia foi caracterizada como disciplina cientifica. Conhecida em inu-
meros paises, somente na década de 80 a Cronobiologia tornou-se tema de estudos
no Brasil, e hoje ainda ndo alcancou os curriculos dos cursos universitarios de cién-
cias médicas e bioldgicas na maioria das instituicdes (MENNA-BARRETO, 2003).

Ritmicidade é um fendbmeno inerente aos reinos dos seres vivos em geral,
sendo encontrada em todos os niveis de organizacdo, desde em simples células (ou
seres unicelulares), tecidos e 6rgaos, até em organismos mais complexos (DELAT-
TRE, 2004). Ritmo é a organizacdo de um fenbmeno no tempo freqientemente des-
crito por seu periodo, média ou nivel e fase (MARQUES et al., 2003).

Entende-se que os ritmos bioldgicos, tais como observa-se na natureza, séo o
resultado da interacédo entre reldgios biolégicos enddgenos e os fatores ambientais
externos aos quais 0s organismos estdo sujeitos. O processo através do qual se da
essa interacdo € conhecido como sincronizacdo ou arrastamento, e as variagdes
ambientais capazes de desenvolvé-la em uma determinada espécie s&o identifica-
dos como agentes sincronizadores ou arrastadores ou simplesmente zeitgebers.
(MENNA-BARRETO; MARQUES, 2002).

Um sincronizador ndo cria um ritmo, ele € apenas capaz de influenciar sua

expressao, forcando a alteracdo do seu periodo e/ou a temporizacédo do seu pico em
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relacdo a hora do dia (DRUST et al., 2005). O zeitgeber mais potente, para a maioria
dos animais € o ciclo claro-escuro (DRUST et al., 2005).

Os ritmos circadianos sé@o controlados por um oscilador interno, o reldgio cir-
cadiano, que permite que 0s organismos antecipem-se a mudancas ritmicas do am-
biente, mudando seu estado fisiologico e fornecendo assim uma vantagem adaptati-
va (MARQUES et al., 2003).

Para que a informacao luminosa chegue a todas as células do organismo, es-
ta tem que chegar via trato retino hipotalamico e ser processada por um relégio cen-
tral, que esta situado num par de pequenos nucleos localizados na regido anterior do
hipotalamo, os nucleos supraquiasmaticos, NSQ (FOSTER; HANKINS, 2007). O
NSQ entdo processa a informacéo e transmite para os reldgios periféricos e cere-
brais (localizados nos outros nucleos hipotalamicos, no talamo, na habénula e na
amigdala) de forma a poder organizar todos os ritmos endégenos individuais.

A conducéo da informacéo circadiana é feita através de hormdnios e metabo-
litos e também por controle nervoso direto, envolvendo sistema nervoso autbnomo e

o0 sistema neuroenddcrino (DIBNER et al., 2010).

3.2 RETINA

A retina é considerada integrante do Sistema Nervoso Central (SNC) devido a
sua derivacao do tubo neural anterior (YANG, 2004). Desenvolveu-se a partir da in-
vaginacao do tubo neural que forma a chamada vesicula 6ptica. Apds, esta invagina-
se forma a cupula Optica, na parede interna forma a retina neural e a externa o epité-
lio pigmentado (PURVES et al., 2001). Nos vertebrados a retina € organizada em
uma configuracao laminar composta por sete classes de células: ganglionares, hori-
zontais, amacrinas, bipolares, fotorreceptores do tipo cone ou bastonete e glia de
Muller (YANG, 2004), ver figura 01.
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Figura 01- Representacdo esquematica dos tipos celulares presentes na retina de vertebrados. (Modi-
ficado de Yang, 2004)

As células da retina responsaveis pelo processamento inicial da informagéo
luminosa séo os fotorreceptores (cones e bastonetes), os fotorreceptores do tipo co-
ne sao 0s responsaveis pela percepcao de cores, enquanto que os bastonetes sédo
responsaveis pela percepcdo de contrastes, referidos como sendo responsaveis pe-
la visdo no escuro; nos outros tipos celulares da retina o sinal elétrico € modulado e
refinado até chegar nas células ganglionares. A partir destas células este sinal se-
gue para os centros superiores do SNC (WASSLE, 2004). A informagcéo flui antero-
posteriormente dos fotorreceptores para as células bipolares e dessas para as gan-
glionares, além disso, flui lateralmente das células horizontais da camada plexiforme

externa para as amacrinas na camada plexiforme interna (KANDEL et al., 1991).

3.3 GLANDULA PINEAL

O neurohormdnio responsavel por fornecer aos organismos informacfes de
claro ou escuro e transmitir as informacdes circadianas, € a melatonina produzida
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ritmicamente pela glandula pineal, ou em resposta ao nucleo supraquiasmatico
(PANDI-PERUMAL et al., 2006). A glandula pineal ou epifise, tem a forma de um
cone de pinha (pinea) e em mamiferos mede 8 mm de comprimento por 4 mm de
largura e pesa 0,1 a 0,2 gramas. E um 6rgdo parenquimatoso, derivado do teto dien-
cefalico caudal que se projeta posteriormente no tronco cerebral (CARVALHO-
BARROS, 2006).

A glandula pineal dos vertebrados € um componente essencial do sistema fo-
toneuroenddcrino que permite a maioria dos vertebrados apreenderem a ritmicidade
da passagem do tempo (MARKUS et al., 2002).

Como estrutura € conhecida desde a antiglidade, sendo mencionada nos es-
tudos anatdomicos de Galeno. Desde entdo, sempre foi relacionada a fungdes miste-
riosas e metafisicas, sendo alvo de estudo mais dos filosofos que dos anatomistas
até o século XIX, quando iniciaram a fase de estudos cientificos sobre a glandula
pineal e suas fun¢cdes (MACHADO, 1993). Contemporaneamente, a glandula pineal
ressurge como objeto de estudo da Medicina e da Biologia, através de uma revisdo
da literatura mundial feita por Kitay e Altschule (1954). Outro marco nos estudos
desta glandula ocorreu em 1959, quando Lerner e seus colaboradores isolaram o
horménio da glandula pineal, a que chamou de melatonina. A partir disso, em varios
trabalhos, congressos e simpdsios procura-se esclarecer o papel funcional da glan-
dula pineal.

A glandula pineal funciona como um transdutor capaz de informar as partes
internas do organismo sobre as condicfes de iluminagdo ambiental, ou seja, quando
a glandula pineal libera melatonina, informa ao organismo se esta escuro (FERREI-
RA; MARKUS, 2001).

A glandula pineal, associadamente aos nucleos supraquiasmaticos hipotala-
micos, constitui parte importante do sistema neuroenddcrino, responsavel pela orga-
nizacado temporal dos diversos eventos fisiolégicos e comportamentais (DUBOCO-
VICH et al., 2003).

A presenca da glandula pineal ou tecidos compativeis com pinealdcitos apa-
rece na escala evolutiva a partir dos peixes. Em alguns anfibios, répteis e aves, a
glandula pineal existe juntamente com o chamado 6rgéo parapineal e, tem células
fotorreceptoras em seus tecidos, regula ela mesma a biossintese de melatonina,
possuindo a capacidade de gerar ritmos circadianos. Nessas mesmas classes, além

de suas caracteristicas de fotossensibilidade e de secre¢do endocrina, a glandula
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pineal mantém conexdes, tanto aferentes quanto eferentes, com o sistema nervoso

central através do pedunculo pineal (MARKUS et al., 2002).

3.4 MELATONINA

Esta substancia foi isolada primeiramente na glandula pineal bovina, identifi-
cada por Lerner e colaboradores em 1958 (REITER; TAN, 2003).

A melatonina (MEL) ou N-acetil-5-metoxitriptamina, € o principal hormonio sin-
tetizado pela glandula pineal dos vertebrados, mas também pode ser sintetizada por
outros tecidos tais como a retina, intestino e leucocitos mononucleares (REITER et
al., 2000).

Esta € uma molécula altamente conservada ao longo da cadeia evolutiva, a-
presentando funcdes decorrentes de sua producdo noturna em todos os grupos de
seres vivos, desde organismos unicelulares até o homem (ARENDT, 2007). Apre-
senta solubilidade in vivo em lipidios, e in vitro em etanol absoluto e agua. Seu peso
molecular € de 232,289 e sua formula molecular € C13HgN2O, (TAN et al., 1993).

Nas células fotorreceptoras (cones e bastonetes) da retina o triptofano oriun-
do da corrente sanguinea € hidroxilado pela triptofano hidroxilase transformando-o
em 5-hidroxitriptofano (5-HTP). O 5-HTP é entdo descarboxilado pela enzima 5-HTP
descarboxilase em 5-hidroxitriptamina (5-HT) ou serotonina. Nesta etapa da sintese,
aparece a serotonina-N-acetiltransferase (NAT), a qual converte a 5-HT em N-
acetilserotonina. Estudos confirmaram que a NAT é a principal enzima que modula a
producdo da melatonina, sendo caracterizada como a enzima chave do processo.
No final, a N-acetilserotonina, pela acdo da hidroxindol-O-metiltransferase (HIOMT),
é convertida em N-acetil-5-metoxitriptamina ou melatonina (DUBOCOVICH et al.,
2003).

Certa quantidade de melatonina que foi produzida € excretada de forma inal-
terada, e outra parte é eliminada através de uma via de hidroxilacdo envolvendo en-
zimas do citocromo P450 1A2, que catalisam a formacao de 6-hidrox-melatonina que
entdo sofre conjugagdo com sulfato, gerando um composto mais habilitado & excre-
céo (BOUTIN et al., 2005). Uma via alternativa a estes processos consiste na abertu-
ra do nucleo indol durante o processo de oxidacdo pela enzima indolamina-
dioxigenase (IDO) e/ou pela mieloperoxidase (MPO) levando a producéo de N-acetil-

metoxiquinuramina (AMK). A importancia fisiolégica deste metabdlito da melatonina
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€ ainda desconhecida, contudo, acredita-se que ele possa estar envolvido em muitos
dos efeitos desse hormdnio (BOUTIN et al., 2005).

3.4.1 Receptor de melatonina Mella

Atualmente para mamiferos foram clonados os receptores MT1 e MT2 ligados a
proteina G (DUBOCOVICH et al., 2010). Em aves e Xenopus leaves, o0 receptor iso-
lado equivalente ao MT1 é o Mella e ao receptor MT2 é conhecido como receptor
Mellb (DUBOCOVICH et al., 2010). Ao Mella e Mellb também foi isolado em aves
e Xenopus o receptor Mellc. Os trés subtipos sdo expressos em peixes, batraquios,
e aves (REPPERT et al.,1995; SAMPAIO, 2008).

O receptor tipo MEL1a ja foi verificado em varios tecidos e 6rgaos, onde parti-
cipa de uma diversidade de respostas fisioldégicas (WITT-ENDERBY et al., 2003).
Este receptor ja foi verificado no NSQ (DUBOCOVICH et al., 1998), na retina (SAM-
PAIO, 2008, SAMPAIO, 2013a), no figado, no rim (NAJI et al., 2004), na pele (SLO-
MINSKI et al., 2005) e no sistema imunoldgico (POZO et al., 2004).

Supbe-se que o Mella atua na reproducdo, uma vez que foi encontrada em cé-
lulas da granulosa do foliculo ovariano (BARROS, 2013), bem como no utero e ova-
rio de ratas (CHUFFA, 2012).

3.4.2 Sitio de ligacdo da melatonina QR2

Melatonina liga na enzima N-ribosil-hidronicotinamida (NRH) quinona redutase
2 (QR2). As quinonas redutases participam da protecdo contra estresse oxidativo
pela prevencdo das reacdes de transferéncias de elétrons das quinonas (PANDI-
PERUMAL et al., 2006).

QR2 tem localizacao citosélica (NOSJEAN et al, 2000). Sua distribuicdo € bas-
tante generalizada, mas apresenta particularidades para determinadas espécies
(NOSJEAN et al, 2001; SAMPAIO, 2013b). Essa enzima foi localizada na retina de
embrides de pintainhos desde o inicio da fase de diferenciacdo, sugerindo que é im-
portante nos estudos de desenvolvimento (SAMPAIO, 2009; SAMPAIO 2013a).

3.4.3 Melatonina e Reproducgéo e Producao
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Esta bem determinado que a melatonina tem influéncia sobre a sincronizacao
da resposta apropriada de varios animais as condi¢cdes ambientais, mas além disso
esta apresenta outras fungoes.

A principal descoberta em relacdo a melatonina foi seu papel como antioxi-
dante (TAN et al., 1993) servindo de estimulo para o desenvolvimento de varias ou-
tras pesquisas, que possibilitaram entender a capacidade desta molécula como que-
lante de radicais livres e redutora da agresséo molecular (REITER et al., 2009).

A melatonina atua como antioxidante de vérios tecidos, e também esta presen-
te no plasma seminal (CASAO et al., 2010), e seus receptores na membrana esper-
matica (FUJINOKI, 2008), ainda que em espécies diferentes.

As provas da agdo antioxidante da melatonina sobre os espermatozoides foi ja
confirmada em varios artigos, visto que, comprovou-se a existéncia de receptores de
melatonina no tecido epididimario de ratos e de humanos (SHIU et al., 2000), assim
como a deteccdo de melatonina no plasma seminal tanto de humanos (LUBO-
SHITZKY et al., 2002) como de carneiros (CASAO et al., 2010), levaram a suspeita
de que este neurohorménio possa ter um papel fundamental na viabilidade das célu-
las espermaticas.

Além disso, a nivel fisiologico, a melatonina ndo consiste num hormémio pro-
gonadal nem anti-gonadal, e sim num sinal cronoldgico circulante cuja fungéo é in-
formar o organismo do momento em que se encontra, efectuando uma interaccéo
neuroenddcrina-reprodutora. Porém, em equinos esta comprovada que a adminis-
tracdo exdgena deste hormdnio causa uma inibicdo na ciclicidade e na producéo
espermética (REITER et al., 2009).

Ela também € um fator em potencial para proteger o o6cito e suas células cir-
cundantes contra os danos ocasionados pelo estresse oxidativo, além de regular a
expressdo de genes atuando em receptores nucleares, sua funcdo como antioxidan-
te pode estar associada ao desenvolvimento folicular e a qualidade oocitaria, interfe-

rindo em processos como a maturacao oocitaria e ovulacdo (SAMPAIO et al., 2012).
3.4.4 Melatonina e desenvolvimento
Estudos demonstraram a expressao desses receptores no neurodesenvolvi-

mento, e o papel do sistema melatoninérgico na diferenciacdo celular. Além disso,

verificou-se que o receptor de melatonina Mella é expresso desde o inicio do de-
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senvolvimento embrionario, enquanto o receptor Mellb é expresso desde a sinapto-
génese (SAMPAIO, 2008; 2009). Em culturas de células dissociadas de retina, a
presenca do antagonista de receptores e sitios de ligacdo de melatonina luzindole,
impede a expressao de respostas mediadas pelos receptores nicotinicos a7, a8 e
a7a8 medidas por microfisiometria. Mas isso s6 ocorre quando luzindole é adiciona-
do antes das células estarem completamente diferenciadas, e parece envolver uma
via independente de AMPc (SAMPAIO et al.,, 2005; 2008; SAMPAIO; MARKUS,
2010), mostrando que esses receptores influenciam a diferenciagdo neuronal em

aves.

3.5 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DO Kinosternon scorpioides (Linnaeus,
1766)(Testudines;Kinosternidae)

O Brasil possui uma biodiversidade impressionante, sdo mais de 8200
espécies de vertebrados (713 mamiferos, 1826 aves, 721 répteis, 875 anfibios, 2800
peixes continentais e 1300 peixes marinhos), dentre os répteis 35 espécies sédo de
queldnios (11% da fauna mundial) (ICMBio, 2013).

Na atualidade 20% da fauna mundial de quelénios é formada por espécies da
subordem Pleurodira, que contém as espécies que retraem a cabeca para dentro da
carapaca dobrando o pescoco horizontalmente, e 80% da subordem Cryptodira,
aquelas que retraem a cabeca dobrando o pescogo em “S”. No Brasil, contudo, a
maioria das espécies pertence a subordem Pleurodira e apenas um terco a
subordem Cryptodira, que é o caso da espécie Kinosternon scorpioides,
popularmente designada de mucgua ou jurara (MACHADO et al, 2008).

Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766)(Testudines;Kinosternidae), pertence
a familia Kinosternidae que € uma familia de pequenas tartarugas, com vinte e cinco
espécies, classificadas em quatro géneros. Existem quatro subespécies reconheci-
das, como K. scorpioides, sendo: K. s. scorpioides, K. s. abaxillare, K. s. albogulare
e K. s. cruentantum. (BERRY; IVERSON, 2011).

A tartaruga mucgud (Kinosternon scorpioides) possui em média de 16 a 18 cm
de comprimento da carapacga, sua cabeca é triangular, a narina em forma de focinho
e a mandibula tém a forma de bico de papagaio e duas barbelas na parte posterior

(figura 02). A cauda, em ambos os sexos, possui uma unha na extremidade, sendo a
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do macho maior que a da fémea, numa proporcdo de 3 para 1 cm. Ela tem a
coloracdo marrom-escura apresenta carapacga com trés carenas longitudinais e o
focinho termina em forma de bico. O plastrdo apresenta os lobos anteriores e
posteriores moéveis. Os machos apresentam cauda comprida e plastrdo cdncavo,

com espinho corneo, e as fémeas a cauda curta e plastrdo plano (CASTRO, 2006).

Figura 02- Individuo da espéci Kinosternon scorpioides com 3 anos de idade.
Fonte: Arquivo pessoal

Os Cryptodira sé@o os unicos quelonios encontrados hoje em dia na maior par-
te do Hemisfério Norte, existindo espécies aquaticas e terrestres na América do Sul
e, na Africa apenas espécies terrestres (POUGH et al., 2008).

Além de Rhinoclemmys punctularia punctularial, K. scorpioides € o Unico
Cryptodira de agua doce que ocorre na regido amazonica e caatinga (LE; MCCORD;
IVERSON, 2007).

O Kinosternon scorpioides distribui-se desde as regides da Amazonia e caa-
tinga brasileira, Peru, Coldbmbia, Venezuela, Costa Rica, Panama, Guianas, até o
norte da Argentina, com habitats distribuidos em varios estados do norte do pais,
como por exemplo, Para, Maranhao, dentre outros (BERRY; IVERSON, 2011; CAR-
VALHO et al., 2000; DELDUQUE, 2000).

Conforme Ferreira- Janior (2009), o desenvolvimento do embrido inicia-se
quando os ovos sdo expostos ao ar. No caso de tartarugas como Kinosternon scor-
pioides € quando esses ovos sao depositados em locais proximos a rios, lagoas,
embaixo de folhas e galhos (CASTRO, 2006).

Estudos realizados com fémeas de Kinosternon scorpioides indicaram que

seus foliculos vitelogénicos séo de forma ovoide a esférico, os ovos sao bastante
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mineralizados, e que ndo ha diferenca significativa dos ovarios no periodo de inver-
no e verdo (COSTA et al., 2009, CHAVES et al., 2012).

A presenca de ovos em ovidutos se da a partir de marco (COSTA et al.,
2009). Mas segundo Castro (2006), a maior taxa de nidificacdo desses animais a-
contece nos meses de junho a julho, com eclosao dos filhotes a partir de setembro,
com periodo de incubacéo dos ovos variando em média 136 dias.

ApGs esse periodo, os filhotes nascem medindo no maximo de 4 a 5 cm e pe-
sando 9 g (MARQUES, 2005). Segundo Barreto et al.,(2009), entre 1,8 a 2,7 meses
com 5 e 9cm os animais encontram-se na fase juvenil. E a maturidade sexual se da
a partir de 2,8 a 4 anos de idade, com comprimento de carapaca de aproximada-
mente 14,2 cm (CASTRO, 2006). Vogt (2008), aduz que a maturidade sexual do Ki-
nosternon scorpioides da-se a partir dos 5 anos de idade, com 13,2cm de compri-
mento.

Os embrides de 21 dias incluem-se no estagio 17 de desenvolvimento, apre-
sentando o0s seguintes caracteres morfologicos externos: arco mandibular, cauda
proeminente, fendas palatinas fechadas, poco olfativo, retina pigmentada, carapaca
delimitada, curvatura do corpo e membros anteriores e posteriores formados ((TO-
KITA; KURATANI, 2001; WERNEBURG, 2009).



25

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 ANIMAIS

Todo o trabalho foi feito de acordo com as leis vigentes de utilizagéo de ani-
mais de experimentacdo (CEPAE-UFPA BIO088-12 e Autorizacdo SISBIO 40839-1).
Foram utilizados 10 ovos e 3 animais pos-eclosédo de Kinosternon scorpioides obti-
dos da colecédo biolégica de muguad do Banco de Germoplasma Animal da Embrapa
Amazobnia Oriental- BAGAM, do municipio de Salvaterra. As coordenadas do BA-
GAM sédo 48° 30’ e 54” de longitude W e 00° 45’ e 21” de latitude S, na Mesorregiao
geografica (12) Marajo, a margem direita do rio Paracauari, cerca de 17 km de Sal-
vaterra- PA, por via terrestre (MARQUES, 2005).

O periodo de coleta dos embrides e animais pds-eclosdo aconteceu de se-
tembro a novembro de 2013, época do ano menos chuvosa na regido, de 8 as 12h
da manha com variacéo solar de 550-650 W/m? (SOUZA; COSTA, 2002).

Os ovos foram alojados em recipientes de poliestireno expandido contendo
areia, e encaminhados ao Laboratério de Neurociéncias do Desenvolvimento do Sis-
tema Nervoso do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Para,
onde ficaram acondicionados por 2 dias, com uma temperatura variando entre 26 e
27°C e com luz natural (12h claro / 12h escuro).

Os animais pés-eclosdo também foram alojados em poliestireno expandido
contendo areia e um pouco de agua do préprio local de nascimento e encaminhados

ao mesmo laboratério.

4.2 IMUNOENSAIOS

Os embrides inteiros foram retirados do ovo e realizados imunoensaios em
embrides de 21 dias imunohistoquimica em retinas inteiras. Para a pesquisa utilizou-
se ovos de 21 dias e animais com 60 dias de vida, considerando a dificuldade em
dissecar retinas em animais tdo pequenos e a formacéo embrionaria do olho. Devido
a falta de informacdes em relacdo a embriologia de Kinosternon scorpioides, levou-
se em consideragdo o estadiamento de Pelodiscus sinensis que tem similaridade
morfologica com a espécie aqui estudada (TOKITA; KURATANI, 2001).
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4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.3.1 Experimento 1: Imunohistoquimica em retinas inteiras

Neste experimento foram utilizadas 3 retinas de 3 animais com 60 dias de vida
da espécie Kinosternon scorpioides. Os animais pos-eclodidos foram decaptados, 0s
olhos foram enucleados e as retinas foram removidas em uma solucdo Salina tam-
ponada com fosfato (pH= 7.4), sem magnésio e calcio. Depois, as retinas foram la-
vadas trés vezes com PBS e incubadas durante 15 min em solugéo de paraformal-
deido a 4 %. A etapa de emulsificacdo foi realizada por incubac&o por 30 minutos
em solucdo de PBS / Tween 20 (0,5 %). A essa solucéo foi adicionado soro normal
de galinha (1:400) para bloquear a ligacédo inespecifica. Depois, as retinas foram in-
cubadas numa solucdo de PBS contendo Mella primério (1:100) e/ou QR2 (1:100)
durante 72 h, exceto para o controle negativo que foi feito incubando as retinas por
72h somente em PBS. Apoés os tecidos foram lavados trés vezes com PBS e incu-
bados durante 2 horas em solucdo de PBS contendo o anticorpo secundario Texas
Red (1:400). A ligacdo do Texas Red foi interrompida por 3 lavagens em PBS com
agitacao de 45 rpm durante 10 min. Depois todas as retinas foram secas, montadas

em laminas e visualizadas em microscopio de fluorescéncia Nikon.

4.3.2 Experimento 2: Imunoensaios em embrides inteiros

No experimento 2, foram utilizadas 3 retinas para cada proteina investigada
(com duas repeticdes) do total de 10 embrides de Kinosternon scorpioides de 21
dias de idade, sendo que na primeira repeti¢ao foi utilizada 5 embrides e na segunda
mais 5 embrides. Estes foram excisados dos ovos e lavados 3x em PBS. Depois,
esses embrides estavam sob os seguintes passos sequenciais: fixados em solugéo
de paraformaldeido 4%/ PBS por 15 min; emulsificados por 30 minutos numa
solugcdo de Tween 20 (0,5 %) / PBS; lavados 3x em PBS; incubados em uma
solucdo de PBS contendo anticorpo Mella primario (1:100) e/ou QR2 (1:100)
durante 48h, exceto para o controle negativo que foi feito retirando o anticorpo
primério; lavados 3x em PBS; incubados em solugcdo de PBS contendo o anticorpo
secundario de Texas Red (1:400) durante 2h. A ligacdo do Texas Red foi

interrompida por 3 lavagens com agitacdo de 45 rpm durante 10 min. Em seguida,
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os embrifes ficaram na geladeira por no maximo 7 dias, depois analisados por

microscopia de fluorescéncia.

4.4 ANALISE DOS RESULTADOS

Foi utilizado o microscopio de fluorescéncia da marca Nikon (Microscopio
Biolégico Trinocular com sistema de iluminacdo de lampada de halogénio de 60V,
NIKON Eclipse 50i). O programa Image J® foi usado apenas para ajuste de

contraste e brilho.

4.5 ESTATISTICA

4.5.1 Amostragem

Foram consideradas 3 retinas de animais com idades embrionarias e de pos-
eclosdo iguais para cada proteina investigada como amostra significativa (N=3). Fo-
ram realizadas 2 repeti¢cdes, sendo que em cada repeticdo foram analisados 5 em-
brides de 21 dias (E21) para cada grupo experimental quanto a presenca positiva ou

negativa do receptor de melatonina do tipo Mella e da enzima QR2.



28

5 RESULTADOS

5.1 CARACTERES MORFOLOGICOS EXTERNOS DO EMBRIAO DE 21 DIAS

(E21) DE Kinosternon scorpioides

O embrido de 21 dias (E21) de Kinosternon scorpioides mede cerca de 0,6
com. E caracterizado por apresentar os seguintes caracteres morfolégicos externos:
arco mandibular, cauda em brotamento, fendas palatinas fechadas, pogo olfativo,
retina pigmentada, carapaca um pouco delimitada e com carenas longitudinais. O
corpo ainda apresenta curvatura e esta ocorrendo o alongamento dos membros an-

teriores e posteriores (Figura 03).

Fig. 03- Imagem de embrido de 21 dias (E21) de Kinosternon scorpioides. Tamanho real: 0,6 cm.
Escala 0,5 cm. Figuras a, b,c) Vista lateral do embrido encurvado; d) Vista dorsal; e) Vista lateral do
embrido parcialmente alongado. f) Vista lateral do embrido totalmente alongado. Note que o embrido
apresenta cabeca com olhos pigmentados, fenda palatina fechada; membros anteriores e posteriores
alongados, carapaca delimitada e sem pigmentacdo, e cauda em brotamento.

5.2- LOCALIZACAO DO RECEPTOR DE MELATONINA MEL1A EM EMBRIOES
INTEIROS DE Kinosternon scorpioides DE 21 DIAS (E21)

Ao analisar a localizacdo do receptor Mella no desenvolvimento de Kinoster-
non scorpioides (mucud), utilizando embrides de 21 dias (E21), através de imunoen-
saios, observou-se que o receptor de melatonina Mella esta expressando-se em
varios caracteres morfolégicos externos utilizados como marcadores de desenvolvi-

mento (WERNEBURG, 2009), ou seja na cabeca, mandibula, maxilar, pescoco, ca-
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rapaca e membro anterior (Figura 04). Nenhum sinal fluorescente foi observado nos

controles negativos.

MellaE21

Figura 04- Micrografias em fluorescéncia de embrido inteiro de 21 dias (E21) de Kinosternon scorpioi-
des apresentando marcacao em fluorescéncia do receptor de melatonina Mella: a) Imagem lateral do
embrido mostrando sinal na regido maxilar, mandibular e na cauda em brotamento. Imagens feitas
com objetiva de 25x b) Imagem lateral da regido mandibular e membro anterior alongado. ¢) Imagem
frontal e lateral da carapaca com marcacéo nas carenas longitudinais e escudos superiores primordi-
ais. Nenhum sinal foi observado nos controles negativos. Imagens feitas com objetiva de 40x. Reso-
lugédo de 1280x960.

Analisando o olho do embrido, observa-se a expressao do receptor Mella,
conforme vemos na figura 05, principalmente nas areas demarcadas pelas setas,
(retina, fissura coroide e iris). Nenhum sinal fluorescente foi observado nos controles

negativos.

a

Mella E21

Fig. 05- Micrografias em fluorescéncia mostrando o olho de embrido de 21 dias (E21) de Kinosternon
scorpioides para receptor de melatonina Mella. a) Vista frontal do olho com sinal na fissura coroide,
na iris e no contorno externo. Visualizada com objetiva de 40x. b) Vista frontal do olho destacando a
marcacdo no contorno do olho. Visualizada com objetiva de 100x. Nenhum sinal foi observado nos
controles negativos. Resolucdo de 1280x960.

Baseado nos resultados morfologicos, verifica-se que o receptor de melatoni-

na Mella esta presente também em espécies de répteis como a tartaruga Kinoster-
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non scorpioides e desde o inicio do seu desenvolvimento embrionério, conforme vis-
to com apenas 21 dias embrionarios no estagio 17 segundo Tokita e Kuratani
(2001), com 41,7% de desenvolvimento.

5.3- LOCALIZACAO DA ENZIMA QR2 EM EMBRIOES INTEIROS DE Kinosternon
scorpioides DE 21 DIAS (E21)

Ao analisar o embrido de 21 dias (E21) a fim de verificar a expressao da en-
zima QR2, observou-se que os caracteres morfolégicos externos cabeca, pescoco,
membros anterior e posterior e cauda estavam marcados por essa enzima que liga
melatonina (Figura 06). Nenhum sinal fluorescente foi observado nos controles ne-

gativos.

QR2E21

Fig.06- Micrografias de embrides inteiros de 21 dias (E21) de Kinosternon scorpioides com sinaliza-
¢do em fluorescéncia do sitio de ligacdo de melatonina QR2. a) Imagem lateral do embrido com mar-
cacao na regido maxilar da face e no membro anterior alongado. Visualizada com objetiva de 25x. b)
Imagem lateral com sinal no membro anterior alongado. c) Imagem lateral com sinal no membro pos-
terior alongado. d) Imunofluorescéncia na cauda em brotamento. Nenhum sinal foi observado nos
controles negativos. Magnificacéo de 40x. Resolucéo 1280x960.
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Quando analisou-se o olho do embrido, € notavel a marcacdo da enzima QR2
no cristalino e na iris do embrido de 21 dias (E21) de Kinosternon scorpioides (Figu-

ra 07). Nenhum sinal fluorescente foi observado nos controles negativos.

E21 QR2

Fig. 07- Micrografia do olho de embrido de 21 dias (E21) de Kinosternon scorpioides marcado com
fluorescéncia para a enzima QR2 no cristalino e na iris. Nenhum sinal foi observado nos controles
negativos. Imagem feita com objetiva de 40x e resolugcédo 1280x960.

5.4- MEL1A E QR2 EM RETINA INTEIRA DE Kinosternon scorpioides EMBRIONA-
RIO

Para verificacdo da presenca do receptor de melatonina Mella e do sitio de
ligacdo de melatonina QR2 em retina embrionéria de Kinosternon scorpioides foram
utilizados 10 embrides de 21 dias (E21), sendo que 3 retinas foram analisadas no
total.

Analisando a figura 08, observa-se que na retina de embrido houve marcacao

de Mella, QR2 e ndo houve marcacao na retina controle desse grupo.
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Controle

Fig. 08- Micrografias de retina de embrido de 21 dias (E21) de Kinosternon scorpioides. a) Imunofluo-
rescéncia na area mais externa da retina inteira para o receptor Mella. b) Imunofluorescéncia da
retina inteira para a enzima QR2. c) Controle negativo. Magnificagdo de 40x e resolucido de
1280x960.

5.5- MEL1A E QR2 EM RETINAS DE ANIMAIS POS-ECLOSAO (PH) DE Kinoster-
non scorpioides

Ao analisar 03 retinas de 03 animais pos-eclodidos com 60 dias de vida, ob-
servou-se que ha a presenca do receptor de melatonina Mella e do sitio de ligacao
de melatonina QR2, e que ndo houve nenhuma marcacao na retina controle (Figura
09).

Contrele

Fig. 09- Micrografias de retina de animais pés-eclodidos (PH) de 60 dias de Kinosternon scorpioides.
a) Imagem frontal na area mais externa da retina marcada com receptor de melatonina Mella. b)
Imagem frontal da retina marcada em um grupo de células marcados do sitio de ligagdo de melatoni-
na QR2. c) Controle negativo. Objetiva de 40x e resolugédo de 1280x960.
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6 DISCUSSAO

Testudines vem sendo usados como modelo para estudar desenvolvimento
de vertebrados (ABRAMYAN; LEUNG.; RICHMAN, 2014). Kinosternon scorpioides
(Linnaeus, 1766)(Testudines;Kinosternidae) € um testudine que tem como habitat
natural a regido do Panama a Argentina. Sua reproducdo é sazonal, mas nenhuma
ritmicidade circadiana é observada para o comportamento de copula dessa espécie
(VOGT, 2008; BERRY; IVERSON, 2011). Estudos tém sido feitos para desenvolver a
reproducdo de Kinosternon scorpioides em cativeiro no norte e nordeste do Brasil
(COSTA et al., 2009; RODRIGUES; BORGES-NOJOSA, 2013). Estudos bioquimi-
cos, genéticos e morfoldgicos de Kinosternideos atestam que a espécie Kinosternon
scorpioides foi o principal alvo evolutivo para o surgimento de novas subespécies
(IVERSON et al., 2013). Essas espécies tem sido catalogadas em fungéo de carac-
teristicas morfologicas e distribuicdo geografica (TTWG, 2011 e 2012). Em Kinoster-
non scorpioides, se tem noticia de um Unico estudo mostrando por ultrassonografia
0S estagios iniciais do desenvolvimento de foliculos vitelogénicos e o desenvolvi-
mento de ovos no oviduto (COSTA et al., 2009). Entretanto, como outros da mesma
classe, Kinosternon scorpioides deve ter retardo no desenvolvimento nos estagios
antes da postura dos ovos. Essa inibicdo ou cessacéo da divisdo celular e da ativi-
dade metabdlica evita danos durante a oviposicdo pelo movimento de embrides, as-
segurando que o desenvolvimento s6 seja retomado ap6s a oviposi¢do. Assim, to-
dos os ovos eclodem no mesmo estagio embrionério (RAFFERTY; REYNA, 2012).
Essas observacfes permitiram usar o dia embrionario a partir da postura neste estu-
do. Que se tenha noticia, um embrido de Kinosternon scorpioides é descrito pela
primeira vez nesse trabalho, assim como é a primeira vez que o receptor de melato-
nina Mella e a enzima QR2 s&o mostrados em Testudines.

A informacao sobre iluminagdo ambiental é traduzida em sinal endocrino pelo
neurohorménio melatonina, o qual é sinal de escuro para o NSC e para relégios peri-
féricos (LIU et al., 1997), dando origem aos ritmos biolégicos. Esse hormbénio tem
sintese noturna na glandula pineal e na retina. Assim, melatonina modula reprodu-
cao, temperatura e comportamentos adaptativos em mamiferos (VON GALL et al.,
2002), aves (BOIX-HINZEN; LOVEGROVE, 1998), anfibios e répteis (LUTTERS-
CHMIDT et al., 2002). Essa indoleamina regula os reldgios bioldgicos via o receptor

de membrana acoplado a proteina Gi denominado Mella para vertebrados ndo ma-
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miferos e MT1 para mamiferos (VON GALL et al., 2002). Esse receptor é o alvo para
melatonina sinalizar reprodugcédo sazonal em mamiferos (YASUO et al., 2009), mas
ndo se sabe se pode estar relacionado ao comportamento reprodutivo de répteis.
Ritmos circadianos sdo gerados em répteis por reldégios biologicos localizados na
retina, olho parietal, pineal e NSC (HERZOG; BLOCK, 1999). Interessantemente em
tartarugas, o perfil de receptores de melatonina que resultou de ensaios de ligacao
com 2[*?*[]-lodomelatonina revelados por autorradiografia é o de uma distribuicdo
densa, espalhada nas areas visuais do cérebro e na glandula pineal, com auséncia
de receptores no NSC. Assim, fotoperiodo e informacao visual sdo sinalizadas da
retina para as estruturas cerebrais pelas mesmas fibras nervosas nessas espécies,
onde a glandula pineal é a estrutura com a maior quantidade de receptores de mela-
tonina (LARSON-PRIOR et al., 1996). Evolutivamente, ensaios de ligacdo com
2[***I]-lodomelatonina revelados por autorradiografia foram feitos para quantificar e
localizar receptores de melatonina no cérebro e na retina de mamiferos, aves, rép-
teis e anfibios. Esses estudos comparativos mostram que a acao da melatonina via
receptores em répteis é caracteristica dessas espécies. De fato, cérebros de répteis
e aves tém receptores de melatonina em maior nUmero e em mais estruturas que
agueles de mamiferos, onde os receptores de melatonina estdo mais concentrados
na parte tubular da glandula pituitaria e no NSC (CASSONE et al., 1995; TOSINI et
al., 2001; VON GALL et al., 2002). Em aves, Mella e QR2 foram mostrados por imu-
nofluorescéncia desde o dia embrionario 8 até pds-eclosdo (SAMPAIO, 2013b) e
nao ha informacédo sobre o perfil desses receptores no desenvolvimento da retina de
mamiferos.

N&o se sabe até que ponto a diferenca evolutiva na localizacdo de receptores
de melatonina no cérebro pode gerar uma via de sinalizacdo de sazonalidade repro-
dutiva diferente para Testudines, mas a retina, como porta de entrada, contém re-
ceptores de melatonina Mella e o sitio de ligacdo de melatonina QR2 desde os 21
dias embrionarios. Esse receptor e sitio de melatonina foram localizados também em
estruturas nao neurais dos olhos de embrides, com uma intensa marcacéao de Mella
na fissura optica, que é a regido por onde entram vasos sanguineos; uma intensa
fluorescéncia foi também observada na regiao infera lateral externa do olho, que po-
de corresponder a palpebra. QR2 esta localizado diferente no olho, em estruturas
como iris, cristalino e esclera. Nao estd completamente esclarecida a fungcédo dessa

enzima no olho, muito menos no desenvolvimento de vertebrados (SAMPAIO, 2009;
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SAMPAIO, 2013a e b).

O receptor de melatonina Mella é o primeiro receptor a ser caracterizado
farmacologicamente em aves (SAMPAIO, 2008; 2010) e em anfibios (ISORNA et al.,
2005) no desenvolvimento embriondrio. Camundongos geneticamente construidos
sem o receptor de melatonina MT1 apresentam perda de fotoperiodicidade e enve-
Ihecimento precoce, mas aparentemente ndo possuem outras diferencas em relagéo
ao tipo selvagem (YASUO et al., 2009). Essa observacéo indica que melatonina n&o
é fundamental para a organogénese de mamiferos, o que pode ser uma outra gran-
de diferenca, se compararmos com aves e répteis.

Pesquisas demonstraram auséncia de diferenciacdo se receptores de mela-
tonina estdo blogueados em retinas de embrides de pintainhos (SAMPAIO et al.,
2005; SAMPAIO; MARKUS, 2010). Portanto, a investigagdo sobre a relevancia da
melatonina para o desenvolvimento de aves e répteis esta apenas iniciando.

Nesse trabalho mostrou-se em embrides de 21 dias a presenca do receptor
de melatonina Mella em é&reas correspondentes a ossificagdo na face, cauda e ca-
rapaca. Esses resultados estdo de acordo com resultados em mamiferos mostrando
a participacao do receptor MT1 na diferenciacao de osteoblastos (SATOMURA et al.,
2007; MANDUCA, et al., 2009; TANG et al., 2013). Se a participacdo do receptor
Mella na diferenciacdo de osteoblastos for confirmada em lagartos, esse receptor
pode ser um grande elo evolutivo na génese desse tecido.

A localizacdo da enzima QR2 foi diferente em embrifes de 21 dias, quando
comparado com Mella, exceto para 0os membros anteriores, posteriores e para a
cauda, mas mesmo para esses caracteres morfoldgicos externos, o padréao de fluo-
rescéncia foi diferente, especialmente para a cauda onde QR2 parece localizar-se

mais superficialmente que Mella.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho demonstrou a presenca do receptor da melatonina (Mella) e da
enzima quinona redutase (QR2) em Kinosternon scorpioides de 21 dias e 60 dias
pos-eclosdo. Comparando o receptor Mella e o sitio de ligacdo de melatonina QR2,
verificou-se que eles apresentam localizacao diferente no embrido. O Mella foi loca-
lizado bastante na carapaca do embrido, regides maxilar e mandibular; e ainda no
gue parece ser a regiao de ossificacdo da cauda em brotamento, enquanto a enzima
QR2 marcou tecidos superficiais da cauda. A localizacdo do receptor Mella esta de
acordo com funcéo desse receptor em osteogénese, conforme é observado em ma-
miferos. Enquanto a enzima QR2, localizada em tecidos superficiais, estad de acordo
com sua funcéo de protecéo contra xenobidticos. Ambos estéo localizados em teci-
dos oculares embrionarios e na retina, o que sugere participacdo na formacao do
olho de modo geral e da retina.

Apbs os resultados obtidos, observou-se que estudos a respeito da acao da
melatonina em animais que apresentam sazonalidade reprodutiva como € o caso de
Kinosternon scorpioides, € muito importante para 0 manejo, uma vez que, ela orienta
eventos relacionados a iluminacdo ambiental, sinalizando assim o inicio da reprodu-
cdo nesses animais, mas além disso, a presenca do receptor Mella e do sitio de
ligacdo QR2, induz que esse hormdnio também é primordial para o desenvolvimen-

to.
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