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V - Resumo

Mosquitos apresentam ritmos de atividade locomotora e alimentacdo sanguinea, que
Sao cruciais para a transmissao de diversos patdgenos e estdo sob o controle de um
relégio circadiano enddgeno. Estimulos externos exercem uma importante modulagéo
neste reldgio, possibilitando o ajuste das fun¢des endégenas com o ambiente. Um dos
principais indicadores ambientais capaz de sincronizar o reldgio circadiano sé&o os
ciclos de temperatura. Em laboratorio, pesquisas no modelo Drosophila melanogaster
vém mostrando que ciclos de temperatura retangulares (com mudancas abruptas de
temperatura) produzem um perfil de atividade diferente de ciclos com variacGes de
temperatura graduais mais proximas ao natural. Assim, procuramos estabelecer um
regime seminatural que fosse o mais proximo possivel das variacdes diarias de
temperatura ao longo de um dia no Rio de Janeiro. Escolnemos como modelo o
mosquito Aedes aegypti, o principal vetor da dengue no Brasil. Essa espécie é
conhecida por apresentar habitos diurnos com picos de atividade durante o
amanhecer e o crepusculo. Os ciclos de temperatura graduais que produzimos foram
capazes de sincronizar a atividade de Ae. aegypti, porém com um perfil diferente do
gue era observado em ciclos de temperatura retangulares. Na presenca dos ciclos de
claro/escuro, os ciclos temperatura graduais foram determinantes para amplitude dos
picos de atividade e fase do pico principal (pico vespertino). As alterac6es nos padrbes
de comportamento parecem refletir alteracbes moleculares na expressao de genes
gue compdem o reldgio circadiano. Possivelmente os genes da primeira alca (per, tim
e cry2) seriam importante para a amplitude, enquanto genes da segunda alca (vri,
Pdpl e cyc) participariam do ajuste de fase do pico principal. Nossos resultados
sugerem ainda que os ciclos de temperatura sincronizem o relogio através dos 6rgaos
cordotonais. Mosquitos silenciados pela técnica de RNA de interferéncia para um gene
importante no funcionamento dessas estruturas (nocte) apresentaram prejuizos na
sincronizacdo de sua atividade pelos ciclos de temperatura. Assim, concluimos que
0os ciclos de temperatura graduais que construimos sao eficientes para a
sincronizacdo de Ae. aegypti e possivelmente poderdo contribuir nos estudos de
comportamento, permitindo em laborat6rio uma abordagem mais proxima ao natural.
A utilizacdo dos ciclos de temperatura graduais confirma a atuacédo desse indicador
ambiental em sinergia com os ciclos de claro/escuro na promocédo da completa
sincronizacgao dos ritmos de atividade e expressao circadiana dos organismos.
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VI - Abstract

Mosquitoes present locomotor activity and blood feeding rhythms, which are crucial for
the transmission of many pathogens and are under the control of an endogenous
circadian clock. External stimuli play an important modulation in this clock, enabling
adjustment of the endogenous functions with the environment. One of the main
environmental indicators able to synchronize the circadian clock are temperature
cycles. In laboratory, research in Drosophila melanogaster model has shown that
rectangular temperature cycles (with abrupt temperature changes) produce a
locomotor activity pattern different from cycles with gradual temperature variations,
which are closer to those organism in nature. Thus we tried to establish a semi-natural
system that was as close as possible to the daily temperature variations observed
along one day in Rio de Janeiro. We choose as model the mosquito Aedes aegypti,
the main dengue vector in Brazil. This species is known to have diurnal activity with
peaks at dawn and dusk. The gradual temperature cycles we produced were able to
synchronize the activity of Ae. aegypti, but with a different profile from the one observed
for rectangular temperature cycles. In the presence of light / dark cycles, the gradual
temperature cycles were determinat in the amplitude of the peaks of activity and in the
phase of the main peak (evening peak). Changes in the behavior patterns seem to
reflect molecular alterations in the expression of the circadian clock genes. Possibly,
genes from the first regulatory loop (per, tim and cry2) would be important for the
amplitude, while the genes from the second regulatory loop (vri, Pdpl and cyc) would
participate in the phase adjustment of the main peak. Our results also suggest that
temperature cycles synchronize the clock through chordotonal organs. Mosquitoes
silenced by RNA interference assay for an important gene in the functioning of these
structures (nocte) presented loss in the synchronization of their activity temperature
cycles. Thus, we conclude that the gradual temperature cycles we produced are
effective for synchronizing Ae. aegypti and may possibly contribute to studies of
behavior, allowing a more natural approach in the laboratory. The use of gradual
temperature cycles confirms the importance of this environmental indicator in synergy
with the cycles of light / dark to promote full synchronization of the organisms circadian
expression and activity rhythms.
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1 — INTRODUCAO

1.1 — Propriedades do reldgio circadiano

A maioria dos organismos sdo submetidos diariamente a ciclos de luz e
temperatura devido ao movimento de rotacdo que a Terra realiza em torno do seu
proprio eixo. Ao longo da evolugdo, diferentes pressdes seletivas conduziram os
seres a evoluirem desenvolvendo estratégias que permitissem adaptarem suas
fisiologias e comportamentos as variacdes ambientais. Diversas espécies passaram
a apresentar oscilacdes diarias com um periodo proximo a 24 horas em condi¢des
constantes. Tais oscilagbes foram denominadas por Franz Halberg em 1959 de
“ritmos circadianos” (do latim circa = cerca e diem = dia) (Moore-Ede et al., 1982;

Marques & Menna-Barreto, 1999).

Estudiosos como Hipdcrates (460 a.C. - 377 a.C.), Aristoteles (384 a.C. - 322
a.C.) e Galeno (129 a.C. -217 a.C.) j&a sugeriam a importancia destes ritmos desde a
antiguidade. Thasos, historiador acompanhante de Alexandre, o Grande, em 325 a.C
observou em detalhes o movimento periddico diario das folhas de Tamarindus
indicus (tamarindo), fazendo uma das primeiras descricdes com um carater menos
empirico. Neste contexto historico, destacam-se também as contribuicbes do
naturalista sueco Carolus Linnaeus. Em 1751, Linnaeus prop6s um relogio de flores
(figura 1.1) para marcar as horas do dia baseado no horério caracteristico de
diversas espécies de plantas abrirem e fecharem as pétalas de suas flores (Marques
& Menna-Barreto, 1999; Moore-Ede et al., 1982).

No entanto, embora ndo sejam recentes as observacfes sobre a existéncia
dos ritmos bioldgicos, por muito tempo acreditou-se que esses eram dirigidos de
forma majoritaria pelos ciclos ambientais. O primeiro indicio da existéncia de um
controle enddgeno veio com o trabalho do astrbnomo francés Jean-Jacques
d’'Ortous de Mairan em 1729. Ele realizou experimentos sobre o ritmo de Mimosa
pudica (“dormideira”) que abre suas folhas durante o dia e as retrai durante a noite.
de Mairan exp0Os estas plantas a condi¢cdes controladas de escuro constante e
observou que, mesmo sem a indicagdo luminosa, persistia o0 ato de abrir e fechar de

folhas de forma similar (figura 1.2) (Marques & Menna-Barreto, 1999).
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Figura. 1.1: Relégio de flores desenhado por Carolus Linnaeus. Esquema
representa o horario de diversas espécies abrirem e fecharem suas pétalas (retirado de
Moore-Ede et al., 1982)

Figura 1.2: Esquema representando o experimento conduzido por de Mairan.
Espécimes de Mimosa pudica (dormideira) sdo expostas a luz natural ou ao escuro
constante (dentro da caixa de isolamento). Em ambas as condicdes, estas plantas
continuam abrindo suas folhas durante o dia e fechando durante a noite (Amoretty et

al,. 2013).



Em 1832, outro importante estudo também foi realizado nesta espécie de
planta, desta vez pelo botanico suico Augustin de Candolle. Ele observou que o
ritmo do movimento foliar de Mimosa pudica em escuro constante apresentava
avancos diarios, evidenciando uma periodicidade de 22 a 23 horas. Este periodo
préximo, porém ndo exatamente igual a 24 horas, que € observado nos ritmos de
espécimes livres de indicadores ambientais, viria a ser definido mais tarde como
“periodo de livre-curso” e daria inspiragdo para o nome “circadiano” (cerca de um
dia) (Marques & Menna-Barreto, 1999; Johnson et al., 2003). Esta ritmicidade que
persiste em livre-curso, mesmo na auséncia de indicadores ambientais externos, &
considerada uma das principais propriedades do relégio circadiano (figura 1.3-A)

(revisado em Moore-Ede et al., 1982).

Em livre curso, cada espécie tem seu periodo especifico e ele ndo se altera
mesmo em diferentes temperaturas constantes. Isso ocorre devido a capacidade do
reldgio conhecida como compensacao térmica. Os primeiros estudos sobre essa
propriedade vieram com o trabalho de Pittendrigh na década de 1950. Ele observou
gue a fase de eclosdo de Drosophila pseudoobscura, que normalmente ocorre pela
manha, ndo se altera mesmo quando a temperatura € diminuida em 10°C em escuro
constante (Pittendrigh, 1954). Sabemos que normalmente, variacdes de temperatura
influenciam a cinética de rea¢cfes quimicas e de processos fisiologicos. Entretanto,
gracas a propriedade de termo-compensacao, o periodo de livre-curso permanece
uniforme em diferentes temperaturas; quando submetidos a condi¢cdes constantes,
dentro da faixa toleravel para a fisiologia de cada organismo (figura 1.3-B) (Moore-
Ede et al., 1982; Johnson et al., 2003).

Embora os organismos possuam um relégio enddgeno, capaz de ditar ritmos
diarios em condicbes constantes, os atrasos ou avancos de fase em cada ciclo
(dependendo do periodo da espécie); levaria o reldgio enddégeno a sair de fase em
relacdo ao dia solar. Neste sentido, os estudos de Colin Pittendrigh a partir da
década de 1950 foram fundamentais, demonstrando que o periodo de livre-curso
poderia ser “acertado” por fatores ambientais que indicariam a passagem de tempo
(Pittendrigh, 1993; Foster & Kreitzman, 2005). Tal propriedade € denominada de
“arrastamento” (figura 1.3-C) (Moore-Ede et al., 1982; Marques & Menna-Barreto
1999; Johnson et al., 2003). Os sinais ambientais capazes de sincronizar o reldgio
sdo os chamados Zeitgebers. A palavra tem origem germanica e significa “indicador

(ou doador) de tempo”, sendo os ciclos de claro/escuro e os ciclos de temperatura
3



os melhores compreendidos em sua capacidade de sincronizacao do relégio de
diversas espécies (Moore-Ede et al., 1982; Marques & Menna-Barreto, 1999).
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Figura 1.3: As trés principais propriedades do rel6gio circadiano. Esquema
representa um padrdo comportamental, neste caso a atividade locomotora, de uma
espécie hipotética, demonstrando as diferentes propriedades do reldgio circadiano. Em
cada imagem observa-se o grafico da atividade (em preto), durante cinco dias (eixo
vertical) e ao longo de 24 horas (eixo horizontal). As horas em escuro séo
demostradas pela cor cinza e em claro pela cor branca. Horas com temperaturas mais
guentes séo representadas pela cor vermelha e temperatura mais fria pela cor azul. A)
Mesmo na auséncia de sinais ambientais (escuro e temperatura constantes) observa-
se uma ritmicidade na atividade desta espécie. No entanto, como seu periodo € menor
do que 24 horas, a cada dia esta atividade ocorre mais cedo. B) Na presenca de sinais
ambientais como os ciclos de claro/escuro e temperatura quente/frio, observa-se um
“acerto” na atividade. C) Mesmo em diferentes temperaturas constantes ndo héa
alteracdo no periodo de livre-curso desta espécie.



E importante diferenciarmos ainda o arrastamento de um efeito conhecido
como mascaramento. No arrastamento os ciclos ambientais atuam diretamente no
relégio circadiano; gerando, por conseguinte, a sincronizacao de diversos processos
ritmicos. No mascaramento um estimulo ambiental modula a expresséo final de um

ritmo sem interferir no reldgio circadiano (Pittendrigh & Daan, 1976) (figura 1.4).

Arrastamento

o=

Ciclos Ambientais - @ - Ritmos

Relégio Circadiano

Fatores Ambientais

Figura 1.4: Esquema do sistema de temporizacdo dos ritmos biolégicos. Embora o
mascaramento e o0 arrastamento produzam efeitos sobre o0s ritmos, esses mecanismos
atuam por diferentes vias. No arrastamento o ciclo ambiental (Zeitgeber) ajusta o relégio
circadiano, que passa a oscilar com o mesmo periodo do ciclo, assim como 0 ritmo
gerado. No mascaramento o ciclo ambiental atua diretamente no ritmo observado, sem
alterar o periodo do reldgio (modificado de Tomotani & Oda, 2012).

Para saber se um fator ambiental estd provocando um arrastamento ou
mascaramento alguns testes podem ser feitos em condi¢des totalmente controladas.
Um protocolo classico consiste em primeiramente deixar o organismo em condicdes
constantes durante alguns dias para que o ritmo possa exercer o seu livre-curso
(figura 1.5). Em seguida submete-se esse organismo ao ciclo ambiental que se
deseja testar, enquanto as demais variaveis permanecem constantes. Se o0 ciclo
ambiental conseguir promover um arrastamento ou mascaramento, 0 ritmo passara
a se expressar com o mesmo periodo do ciclo. Para diferenciar esses dois efeitos,
devemos novamente submeter o organismo a condi¢cdes constantes. Caso o ritmo
inicie 0 seu livre-curso a partir da fase em que estava na presenca do ciclo
ambiental, consideramos que o ciclo consegue promover o arrastamento. Por outro

lado, se a fase for aquela que se esperaria caso o organismo nunca tivesse sido
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exposto ao ciclo, € sinal que o efeito trata-se de um mascaramento (figura 1.5)

(Aschoff, 1960).
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Figura 1.5: Protocolo de diferenciagdo entre arrastamento e mascaramento. Cada
grafico foi duplamente plotado em escala de 48 horas. Nesses gréficos hipotéticos, cada
linha representa um dia e as barras pretas indicam os momentos de mais intensidade de
um ritmo (Ex: atividade locomotora). Supondo que o fator ambiental testado seja os
ciclos de claro/escuro, o fundo cinza indicaria a fase escura e o branco indicaria a fase
clara. Primeiramente o animal é mantido em condi¢gdo constante e em seguida sado
introduzidas variac¢des ciclicas. Por ultimo a condigdo constante é retomada. Em ambos,
os gréaficos o periodo da espécie hipotética € menor do que 24 horas em condi¢des
constantes. A) Observamos como se apresentaria o ritmo caso o ciclo ambiental
provocasse um arrastamento. B) Observamos o ritmo caso o ciclo ambiental provocasse

um mascaramento (modificado de Tachinardi, 2012).



1.2 — O controle genético do reldgio circadiano em Drosophila

A partir da década de 1970, os estudos sobre ritmos circadianos tomam um
rumo novo. No Instituto de Tecnologia da California, Ron Konopka e Seymour
Benzer submeteram drosofilas a mutagénicos quimicos e isolaram trés linhagens
que apresentavam padrbes anormais nos ritmos de emergéncia de pupas em
adultos e também nos ritmos de atividade e repouso (Saunders, 2002). As linhagens
selvagens de Drosophila, em livre curso, apresentavam um periodo préximo a 24
horas com um padrdo de atividade e repouso ritmico (Konopka & Benzer, 1971). No
entanto, as linhagens mutantes isoladas variavam o seu periodo e ritmicidade, tendo
uma delas periodo em livre curso de 19 horas, outra de 29 horas e a terceira
possuia individuos arritmicos. Konopka e Benzer observaram que tais alteracdes no
padrdao comportamental eram provenientes de muta¢cdes no mesmo locus, o qual
denominaram period, sendo assim identificado o primeiro gene relacionado ao
controle de um comportamento em organismos vivos. Os mutantes receberam o
nome de pershot (pers) no caso da linhagem com menor periodo, per'°nd (per') para a
linhagem com maior periodo ou per® para a linhagem arritmica (Konopka & Benzer,
1971; Saunders, 2002).

Somente cerca de dez anos depois, a equipe de Jeffrey Hall, Michael
Rosbash e Michael Young conseguiram clonar per e identificar as mutacbes das
linhagens de Konopka & Benzer (Bargiello & Young 1984; Reddy et al., 1984;
Bargiello et al., 1987; Yu et al., 1987). O grupo de Michael Young em 1994 também
reportou a descoberta de um mutante para outro locus, denominado timeless (tim),
que ndo apenas apresentava arritmicidade em seu comportamento, como também
parecia alterar a oscilacdo circadiana da expressdao do RNA de per. A sequéncia
génica do alelo selvagem tim, de seu mutante e da estrutura de sua proteina foram
caracterizados e identificado que TIM seria capaz de se ligar a proteina PER,
através do dominio PAS (PER-ARNT-SIM) dessa, formando o heterodimero PER-

TIM (Sehgal et al., 1994, 1995; Gekakis et al., 1995; Myers et al. 1995).

A partir de entdo multiplicaram-se os grupos trabalhando com genes de
controle do comportamento circadiano e, por conseguinte, 0 numero de
investigacoes acerca dos mecanismos moleculares envolvidos na regulacdo do
marcapasso enddgeno. Diversos genes que compdem o relégio de Drosophila foram

identificados. Os principais e mais bem caracterizados, além de period e timeless,
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sao Clock (CIk) (Allada et al., 1998), cycle (cyc), (Rutila et al., 1998), cryptochrome
(cry) (Stanewsky et al., 1998), doubletime (dbt) (Kloss et al., 1998; Price et al., 1998),
shaggy (sgg) (Martinek et al., 2001), casein kinase 2 (CK2) (Lin et al., 2002a, Akten
et al., 2003), vrille (vri) (Glossop et al., 2003), PAR domain protein 1 € e & (Pdp1 &/d)
(Cyran et al., 2003; Zheng et al., 2009), clockwork orange (cwo) (Kadener et al.,
2007; Lim et al., 2007; Matsumoto et al., 2007) e Ecdysone-induced protein 75 (E75)
(Kumar et al., 2014).

Atualmente, compreende-se que esse conjunto de genes formam alcas auto-
regulatorias que ciclam com um periodo proximo a 24 horas mesmo em condi¢cfes
ambientais constantes (revisado em Hardin, 2011). Neste marcapasso enddgeno as
proteinas CLOCK (CLK) e CYCLE (CYC), ao longo do dia e inicio da noite; formam
um heterodimero que se liga ao sitio E-box (CACGTG) nas regides promotoras de
per e tim, induzindo a transcricdo desses genes (figura 1.6). Tal ativacao leva a um
aumento de expressao que atinge seu nivel maximo no inicio da noite (Darlington et
al., 1998). Em meados do horéario noturno, observam-se os niveis mais elevados de
TIM. O acumulo de PER ocorre cerca de 2 horas depois e essa diferenca se justifica
pela estabilizacdo deste exercida por TIM. A quinase DOUBLETIME (DBT) fosforila
PER, marcando-a para degradacéo via proteossoma (Edery et al., 1994; Kloss et al.,
1998; Price et al., 1998; Kloss et al., 2001). No entanto, uma vez que TIM aumenta
suas concentracdes, PER associa-se a essa proteina, formando o hetererodimero
PER-TIM. Isto estabiliza PER, protegendo-a da fosforilacdo e subsequente
degradacéao exercida por DBT (Price et al., 1995; Stanewsky, 2002, 2003; Taghert &
Lin, 2005; Yu et al., 2006).

DBT, por sua vez, associa-se ao heterodimero PER-TIM, formando o
complexo PER-TIM-DBT (Kloss et al., 2001). A fosforilacdo de PER pela CK2 e de
TIM por SGG promove a migracdo deste complexo para dentro do nucleo, onde
ocorre uma interagdo com CLK-CYC (Martinek et al., 2001; Lin et al., 2002a; Akten
et al., 2003; Chang & Reppert, 2003). O complexo, entdo, promove a fosforilacéo de
CLK por meio de DBT, o que reprime a ligacao do fator transcricional CLK-CYC as
regidbes promotoras dos genes controlados por ele, como period e timeless (figura
1.6) (Yu et al., 2006; revisado em Hardin, 2011).

Com a interrupcéo da transcricdo de per e tim, 0s niveis de suas proteinas

comegam a cair no meio da noite. No inicio do dia, a exposicédo a luz provoca um
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"acerto" no relogio através de uma flavoproteina denominada CRYPTOCHROME
(CRY). CRY sofre uma mudanca conformacional na presenca de luz que permite
sua ligacdo a TIM. Isso desencadeia uma série de eventos envolvendo fosforilacdo e
ubiquitinacdo de TIM que culmina com a degradacdo desta proteina via
proteossoma (Stanewsky et al., 1998; Suri et al., 1998; Naidoo et al., 1999; Emery et
al., 2000a; Lin et al., 2001; Rieger et al., 2003; Busza et al., 2004). Nas primeiras
horas da manh&, TIM j& alcanca seu nivel mais baixo, resultando também na
diminuicdo de PER até meados do dia. Com a auséncia da repressao exercida por
PER-TIM-DBT, CLK-CYC consegue se ligar e ativar novamente a transcricao de per
e tim, recomecando o ciclo da primeira alca de retroalimentacédo (Stanewsky, 2003;
Taghert & Lin, 2005) (figura 1.6).

Citoplasma || Nucleo

Figura 1.6: Alca PER-TIM de retro-alimentacéo. Todos os genes e proteinas estdo como
descritos no texto. A linha dupla representa o envelope nuclear; a linha sinusoidal, a
expressao ritmica do RNA mensageiro; a linha pontilhada, a montagem e localizacéo de
etapas; setas, o fluxo de etapas; setas bloqueadas, a represséo transcricional; P, o sitio de
fosforilacdo, proteina marcada com X, degradacédo (modificado de Hardin, 2011).
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CWO, uma proteina mais recentemente descoberta, também teria a
capacidade de inibir CLK-CYC. O gene clockwork orange (cwo) possui em sua
regido promotora um sitio E-box, sendo ativado por CLK-CYC. A proteina CWO se
ligaria a sitios E-boxes na regido promotora tanto do seu, quanto de outros genes, o
que inibiria por competicdo a atuacao de CLK-CYC (figura 1.7). Além disso, CWO ¢é
responsavel pela manutencdo da amplitude de ciclagem de per. (Kadener et al.,
2007; Lim et al., 2007; Matsumoto et al., 2007).

Com relacdo aos ritmos de CIk e cyc, observa-se que cyc apresenta niveis
constitutivos tanto em sua proteina quanto em seu transcrito (Rutila et al., 1998). O
MRNA de Clk, no entanto, exibe varia¢des ritmicas, ciclando em fase oposta a per e
tim, com abundancia maxima nas primeiras horas do dia. O controle transcricional de
Clk é exercido por VRI, PDP1¢/d6 e E75. Nesta segunda alca regulatéria, o
heterodimero CLK-CYC reconhece o sitio E-box na regido promotora e ativa a
transcricdo dos genes de vri e pdpl €/8. (figura 1.7) (Zheng et al., 2009). O acumulo
do RNA mensageiro e da proteina de vri e pdpl €/, no entanto, ocorrem com

cinéticas distintas (Cyran et al., 2003).

No caso de vri, sua proteina e transcrito apresentam fases parecidas, com
niveis mais elevados no inicio da noite. Neste momento, VRI liga-se ao sitio V/P box
(VRI/PDP-box) na regidao promotora de Clk, promovendo sua inibicdo. O RNA
mensageiro de Pdple/d sé atinge sua concentracdo méaxima cerca de 3 a 6 horas
depois do de vri, provavelmente devido a diferencas na meia-vida de seus
transcritos ou na regido promotora destes genes. Estas diferencas se estendem ao
nivel proteico. Observa-se um atraso médio de 4 horas entre o pico de VRI e o
momento em que PDP1¢/d atinge seu nivel maximo. Com os aumentos de PDP1¢/d,
ocorre a ligacdo destas proteinas ao sitio V/P box, o que ativa a transcricdo de Clk
(figura 1.7) (Cyran et al., 2003, Zheng et al., 2009, revisado em Hardin, 2011).

Como ja citado, estudos recentes apontam para o papel de um terceiro fator
na modulacdo da expressdo de CIk, denominado Ecdysone-induced protein 75
(E75). E75 € um receptor nuclear hormonal induzido por ecdisona, que inibiria a
transcricdo de Clk sozinho ou em combinagdo com VRI e possivelmente funcionaria
como um elo entre o reldgio e sinais extracelulares (figura 1.7) (Kumar et. al., 2014).

A inducéo de E75 por hormonios esteréides como a ecdisona provavelmente permite
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ao reldgio responder ao sistema enddcrino e € possivel que o relégio também regule
E75, uma vez que experimentos prévios ja mostraram a ligacdo de CLK ao promotor
desse gene (Abruzzi et al., 2011). PER teria a capacidade de inibir a atividade de
E75 no promotor de CIk, talvez por afetar diretamente a ligagdo de E75 ao DNA ou
até mesmo desestabilizando essa proteina. Assim, esses estudos recentes
acrescentam um novo papel a PER, envolvendo-a no controle transcricional de Clk
(Kumar et. al., 2014).

Clk

Citoplasma ||'|'| Nucleo
i

Figura 1.7: Alca de retro-alimentacao de Clk. Todos 0s genes e proteinas estdo
como descritos no texto. A linha dupla representa o envelope nuclear; a linha
sinusoidal, a expressao ritmica do RNA mensageiro; setas fechadas, traducéo; setas
abertas, ativacdo; setas blogqueadas, a represséo; ponto de interrogacéo, indica o
desconhecimento sobre como E75 exerce seu mecanismo de repressdo (modificado
de Hardin, 2011).
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VRI, E75, PDP1¢/d e PER apresentam func¢des antagbnicas para a regulacao
transcricional de CIk. A diferenca no acumulo dessas proteinas propicia uma
modulacado ritmica diaria no mRNA de desse gene. No entanto, curiosamente, a
proteina CLK n&o cicla (Cyran et al., 2003; Houl et al., 2006, Yu et al., 2006, Zheng
et al., 2009). O que se observa € uma variagdo ritmica em seu estado de
fosforilacdo. Ao longo do dia, o padréo hiperfosforilado e menos estavel desta
proteina diminui; enquanto o padrdo hipofosforilado e mais estavel tende a
aumentar, coincidindo com o momento de maior transcricdo dos genes controlados
por CLK-CYC (Kim & Edery, 2006; Yu et al., 2006).

1.3 — Efeitos da luz no reldgio circadiano

7

Drosophila melanogaster é conhecida por apresentar um comportamento
bimodal, com um pico de atividade no comeg¢o da manhéa (pico M, do inglés; morning
peak) e outro no final da tarde (pico E, do inglés; evening peak). Desde a década de
70, Pittendrigh e Daan, observando a influéncia dos ciclos de claro/escuro,
propunham que o pico M e o pico E seriam o efeito de dois osciladores distintos,
influenciados pelo amanhecer e crepusculo, respectivamente (Pittendrigh e Daan,
1976). De fato, dentre os fatores ambientais, o ciclo de claro/escuro se destaca
como um dos mais importantes. A sensibilidade a esse indicador ambiental é tao
grande que mesmo ciclos de claro/escuro de baixissima amplitude (0,03 lux na fase
clara) ou de diferentes fotoperiodos (figura 1.8) séo capazes de sincronizar o relégio
de D. melanogaster (Helfrich-Forster, 2001; Bachleitner et al., 2007).

Os ritmos de bioluminescéncia produzidos por per-luc (promotor do gene
period associado a uma luciferase reporter) mostram que mesmo células isoladas
sdo capazes de se sincronizar aos ciclos de claro/escuro. CRY parece ser o
fotorreceptor intracelular responsavel por essa sincronizagdo autbnoma em diversas
células, incluindo tecidos periféricos (pernas, asas etc) e nos neuronais que
controlam o comportamento locomotor (Emery et al., 1998; Stanewsky et al., 1998;
Egan et al., 1999; Ishikawa et al., 1999; Selby et al. 1999; Emery et al., 2000; Levine
et al.,, 2002). Moscas cry?, com uma mutacdo pontual e auséncia da funcao
fotorreceptora ou mutantes nulos cry® permanecem ritmicos quando expostos a luz

constantemente, condicdo em que o tipo selvagem torna-se rapidamente arritmico,
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presumivelmente devido a continua ativacdo de CRY e degradacédo de TIM (Emery
et al. 2000; Dolezelova et al., 2007).

No entanto, embora CRY seja 0 principal componente capaz de receber a
informacéo luminosa, a auséncia dessa flavoproteina néo torna Drosophila arritmica
em ciclos de claro/escuro. Isso porque os ciclos de claro/escuro podem exercer sua
sincronizacao por outras vias como os fotoreceptores externos (olhos compostos e
ocelos) e o orificio de Hofbauer-Buchner’'s (H-B eyelet) (Helfrich-Forster et al., 2001;
Rieger et al., 2003; Veleri et al., 2003). Por isso, apenas a perda conjugada de cry,
dos fotorreceptores externos e de H-B eyelet gera drosoéfilas com um

comportamento arritmico em ciclos de claro/escuro (Helfrich-Forster et al., 2001).

12:12
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Figura 1.8: Ciclos de claro/escuro de diferentes fotoperiodos. Droséfilas foram
submetidas a fotoperiodos de 24 horas (T=24), 28 horas (T=28), 32 horas (T=32) ou 36
horas (T=36). Em ambos os ciclos a duracdo da fase clara é a mesma da fase escura, ou
seja, 12:12, 14:14, 16:16 e 18:18 e a temperatura € constante. A sincronizagdo ocorre em
todos os ciclos observados (modificado de Helfrich-Foérster, 2001).

1.4 — Efeitos da temperatura no relégio circadiano

Assim como os ciclos de claro/escuro, os ciclos de temperatura também séo
um importante fator ambiental para o ajuste do reldgio circadiano. No entanto, pelo

menos em Drosophila, a forga desse Zeitgeber parece ser menor do que os ciclos de
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claro/escuro. Isso porque apenas ciclos de temperatura com duracdo de 24 horas
conseguem sincronizar os ritmos de atividade. Em ciclos maiores ou menores essas
moscas assumem um comportamento de livre-curso (figura 1.9) (Yoshii et al., 2002).
Talvez por isso, até pouco tempo a maioria dos trabalhos se preocupavam em
entender apenas a atuacao dos ciclos de claro/escuro e negligenciavam a influéncia
dos ciclos de temperatura. Assim, nessa revisdo introdutéria focaremos em
apresentar a importancia dos ciclos de temperatura para a sincronizagao dos ritmos

circadianos.

Figura 1.9: Ciclos de temperatura de diferentes periodos. Drosofilas foram
submetidas a ciclos de temperatura com o periodo de 8, 12, 16, 20, 24, 28 ou 32
horas. Em ambos os ciclos a duracdo da fase quente é a mesma da fase clara e
elas estdo em escuro constante. A sincronizacdo sé ocorre em ciclos de 24
horas (seta) (modificado de Yoshii et al., 2002).
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A sincronizacdo por esse indicador ambiental recrutar o relogio circadiano.
Mutantes dCIk, cyc9, per® e tim%l, que apresentam auséncia de transcritos dos
genes do reldgio, apresentam padrfes ritmicos anormais. No entanto, a contribuicao
desses genes pode ser diferente. Mutacbes em componentes da segunda alca como
em dClkY* e cyc® provocaram prejuizos maiores a sincronizacdo do que as

mutacdes em per? e tim° (Yoshii et al., 2002).

De fato, a temperatura exerce uma importante influéncia no relégio endoégeno.
PER e TIM, por exemplo, oscilam em ciclos de temperatura mesmo em claro
constante, condicdo que normalmente provocaria uma arritmicidade nessas
proteinas (Yoshii et al., 2005; Myers et al., 1996). Aléem da variacdo da abundéancia
proteica, estudos indicam que este agente sincronizador € capaz de modular a
expressao ritmica de diversos genes, constituintes ou ndo da maquinaria circadiana
(Yoshii et al., 2007; Boothroyd et al., 2007).

Os ciclos de temperatura também podem ter um papel na adaptacdo a
mudancas sazonais. Em dias frios e com uma fotofase curta, caracteristicos do final
do outono, inverno e comeco da primavera, drosdfilas sdo mais ativas durante a
manha. Ja em dias quentes com uma fotofase longa, tipicos do verdo, observa-se
um atraso nessa atividade. Isso pode ser relacionado com a ocorréncia de um
splicing alternativo que remove um intron na regido 3'UTR de period. Esse
mecanismo acontece com maior frequéncia em temperaturas mais baixas, 0 que
aumenta a estabilidade do transcrito e promove um acumulo prematuro dos niveis
da proteina PER nestas condi¢fes. PER ao entrar no nucleo, promove a inibicdo de
CLK-CYC mais cedo que o normal, fazendo com que a atividade de droséfila se
inicie antecipadamente em dias mais frios (Majercak et al., 1999; revisado em Glaser
& Stanewsky, 2007).

A proteina fosfolipase C, codificada pelo gene norpA, parece estar envolvida
na regulacéo deste splicing alternativo. Mutantes deficientes em norpA apresentam
transcritos com a remogao intronica mesmo em temperaturas quentes (Collins et al.,
2004; Majercack et al., 2004). Além da participacdo na adaptacdo sazonal, a
mutacdo em norpA afeta o padrdo ritmico de per e a sincronizacdo da atividade
locomotora de drosdfilas submetidas a ciclos de temperatura (Glaser & Stanewsky,
2005).
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1.4.1- Ciclos graduais de temperatura

Embora a maioria dos estudos sejam baseados em ciclos de temperatura
artificiais retangulares (12h fase quente / 12h fase fria, por exemplo), na natureza os
ciclos de temperatura ocorrem de forma gradual, com minimas ao amanhecer e
maximas 2h apds o meio-dia (Yoshii et al., 2009; Vanin et al., 2012). Assim,
recentemente alguns trabalhos vém se preocupando em entender o real papel dos
ciclos de temperatura graduais para a sincronizacado de D. melanogaster. Em 2009,
Yoshii e colaboradores demonstraram pela primeira vez que o0s ciclos de
temperatura graduais, assim como 0s ciclos retangulares, podem sincronizar e
arrastar a atividade dessas moscas quando provocado um atraso de 6 horas na fase
do ciclo (figura 1.10 A-C). No entanto, essa atividade assume um perfil distinto do

gue era observado em ciclos retangulares.

Quando submetidas a ciclos graduais e escuro constante, o pico M ocorre
logo ap6s o amanhecer, sendo constituido aparentemente por varios subpicos,
enguanto o pico E parece acontecer por volta do ZT8 (ZT= Zeitgeber Time), ou seja,
oito horas apdés o inicio do ciclo (figura 1.10 D). Por outro lado, sob ciclos
retangulares e escuro constante o pico E ocorre no ZT4, ndo h& evidenciais de um
pico M e sim do que chamamos na cronobiologia de startle response, um pico que
ocorre na transicao entre a fase fria e a fase quente e que se deve muito mais a um
artefato experimental do que a um efeito do reldgio circadiano (figura 1.10 E) (Yoshii
et al., 2009). O pico M e o pico E observados em ciclos graduais de temperatura
parecem ser sincronizados pelo amanhecer e crepusculo, respectivamente. Bywalez
e colaboradores (2012) sugerem que o pico M responda ao aumento de temperatura
matinal, enquanto o pico E seja influenciado pelo decréscimo de temperatura
vespertino. JA4 para Currie e colaboradores (2009) o pico E seja o reflexo do
aumento e decréscimo de temperatura, que simultaneamente sincronizam este pico

para coincidir com o horario de maior temperatura.

Em todo caso, o relogio circadiano parece ser fundamental para a
sincronizacdo dessa atividade, visto que linhagens mutantes nulas como ClkJk
perdem completamente o padrdo bimodal de atividade sob ciclos de temperatura
graduais. Esses mutantes apresentam sua menor e maior atividade
concomitantemente com a maxima e minima temperatura, além de se tornarem

imediatamente arritmicos em temperatura constante. ISso nos sugere que estejam
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apenas seguindo as flutuacdes térmicas, sem qualquer influéncia circadiana (figura
1.11 A) (Bywalez et al., 2012).
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Figura 1.10: Comparativo da atividade de Drosophila em ciclos de temperatura
graduais e retangulares. (A) Arrastamento por ciclos de temperatura graduais e (B)
retangulares. (A-B) As moscas foram sincronizadas durante 7 dias, em seguida os ciclos
de temperatura foram atrasados em 6h e mantidos por mais 10 dias, subsequentemente
os ciclos foram adiantados em 6h e mantidos por 8 dias, (C) A trajetéria da fase do pico
principal de atividade antes e depois do arrastamento em ciclos graduais (simbolo
branco) e retangular (simbolo preto). (D) Perfil médio de atividade durante dias em ciclos
de temperatura graduais e (E) retangulares. n = numero de individuos utilizados em cada
experimento (modificado de Yoshii et al., 2009).
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No entanto, embora o reldgio seja fundamental, a deficiéncia na sincronizagcao
pelos ciclos de temperatura pode ser atenuada de acordo com o gene mutante
afetado. Individuos da linhagem mutante per®® conseguem apresentar um padréo
bimodal sob ciclos graduais (6:18, 26°C:16°C) que persiste pelo menos por um dia
quando transferidos para temperaturas constantes (figura 1.11 B) (Bywalez et al.,
2012). A diferenca de comportamento encontrado entre as linhagens Clk« e pero!
poderia ser explicada pelos efeitos em ClkI* serem mais drasticos ao reldgio do que
per®l ou porque a segunda alca regulatéria (Clk, Vri, Pdple/d, E75) seja suficiente

para sincronizar a atividade pelos ciclos de temperatura graduais em per°?,

26°C/16°C 21°C

Figura 1.11: Atividade de mutantes em ciclos de temperatura gradual e escuro
constante. (A) Atividade média de mutantes CIk™ e (B) per® que foram sincronizados por
ciclos de temperatura graduais (6:18, 26°C/16°C) e, em seguida, transferidos para uma
temperatura constante. (B) O pico M e o pico E sdo representados com setas abertas e
fechadas, respectivamente. n = nuimero de individuos utilizados em cada experimento.

Os estudos dos ciclos de temperatura graduais em escuro constante sao
fundamentais para entendermos isoladamente o papel deste importante indicador
ambiental. Contudo, na natureza, os ciclos de temperatura sdo acompanhados dos
ciclos de claro/escuro. Uma vez que ambientalmente o aumento de temperatura
acontece durante o dia e a queda durante a noite, € esperado que as sincronizagdes
exercidas pelos ciclos de claro/escuro e de temperatura estejam em fase se o
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acender e o apagar das luzes coincidirem respectivamente com os horarios de

menor e maior temperatura.

A exposicdo de D. melanogaster aos ciclos de claro/escuro e de temperatura
concomitantemente em fase resultou em um comportamento diurno com um perfil
muito parecido ao observado em ciclos de claro/escuro e temperatura constante,
excetuando apenas uma reducdo na amplitude do pico M (figura 1.12 A). Ja a
submissédo a ciclos de claro/escuro e de temperatura em fases opostas resulta em
um robusto avanco (5h a 6h) no inicio do pico E (figura 1.12 B) (Currie et al., 2009).
Esse efeito aparentemente requer uma interacao entre os ciclos de claro/escuro e de
temperatura uma vez que o aumento da atividade ocorre em um horario do dia em
gue nenhum dos ciclos produz tal efeito isoladamente. Em resumo, tais resultados
indicam que na natureza os ciclos de claro/escuro e de temperatura atuam em

sinergia para promover uma completa sincronizacéo dos ritmos circadianos.
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Figura 1.12: Atividade de Drosophila sob ciclos de claro/escuro e temperatura gradual.
(A) Atividade sob ciclos de claro/escuro e temperatura constante (cinza) ou ciclos de
claro/escuro e temperatura gradual em fase (preto). (B) Atividade sob a ciclos de
claro/escuro e temperatura constante (cinza) ou ciclos de claro/escuro e temperatura gradual
fora de fase (preto) (modificado de Currie et al., 2009).

Para entender melhor a influéncia destes ciclos na natureza, Vanin e
colaboradores (2012) monitoraram a atividade de milhares de drosofilas fora do

laboratério durante a primavera, verdo e outono em duas regifes, Leicester (Reino
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Unido) e Treviso (Italia). A principal diferenca dos dados obtidos em campo para o
gue era conhecido em laboratério foi o surgimento de um terceiro pico de atividade
no meio da tarde, denominado pico A (afternoon peak) (figura 1.13 A). Vanin e
colaboradores asseguram que este pico seja modulado pelo reldgio, uma vez que
observou sua antecipacdo em linhagens mutantes como perS e per®’. De e
colaboradores (2013), no entanto, contestam esses resultados e afirmam n&o terem
encontrado diferenca de fase no pico A entre moscas controle e mutantes pers, per' e
per%. Embora o assunto ainda seja bastante controverso, ambos 0Ss grupos
concordam em um aspecto: a influéncia da temperatura sob o pico A. Para o grupo
de Vanin, a proporcdo de drosofilas que o apresentam esta diretamente relacionada
com o aumento da média térmica diaria (figura 1.13 B). Ja para o grupo de De o

pico A ocorre em resposta ao estresse das altas temperaturas a tarde.

A B
. : <
— 50 E 1 'OOO » .O 100< .l .
o g S '
oo R :‘C:) Q. 5 . l.t ./.
O © S - B e
® 5 25 — 28 gl s ¥%
O 6 E T [ e 2 /u .
= x o © . .
z Q T C o
£ =X 3
8 @ 0 .
0+ " = v v )
0 12 24 © 12 24 36
Hora do dia (h) Temperatura

Figura 1.13: Atividade de Drosophila na natureza (A) Atividade locomotora individual de
um macho de D. melanogaster em um dia de verdo, média diaria de temperatura de 28,7
°C, maxima de 34,4°C e minima de 23,4°C. “M”, “A” e “E” representam os picos M, A e E;
respectivamente. Em azul observa-se a atividade locomotora, em amarelo a intensidade de
luz e em vermelho de temperatura. (B) Pico da tarde é associado com a temperatura (R? =
0,34; F13,=17,7; P < 0,0002) (modificado de Vanin et al., 2012).
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1.4.2— Sincronizag&o neuronal pelos ciclos de temperatura

7

Em D. melanogaster, o circuito neuronal circadiano é constituido de
aproximadamente 150 neurdnios subdivididos de acordo com sua localidade,
tamanho, padrédo de projecdo ou neuropeptidio constituinte (Nitabach & Taghert,
2008). Esses grupos sdo os neuronios laterais ventrais grandes (I-LNv) e pequenos
(s-LNv), os neurdnios laterais dorsais (LNd), os neurdnios laterais posteriores (LPN)
e trés tipos de neurbnios dorsais (DN1-DN3) (figura 1.14). Alguns trabalhos
sugerem gue os grupos neuronais LPN e DN2, sejam mais sensiveis a temperatura,
uma vez que sao preferencialmente arrastados por esse Zeitgeber em condi¢gbes
conflitantes, quando os ciclos de luz e temperatura estdo em fases opostas
(Miyasako et al., 2007; Yoshii et al., 2010).

Figura 1.14: Esquema representando a distribuicdo dos neur6nios do rel6gio em D.
melanogaster. Circulos laranja mostram a localizacéo dos neurénios laterais posteriores
(LPN), os azuis apontam os neurbnios laterais dorsais (LNd), os lilases indicam os
neurénios laterais ventrais grandes (I-LNv), os verdes exibem a localizacdo nos neurénios
laterais ventrais pequenos (s-LNv), os rosas apontam os neurdnios dorsais 1 e 3 (DN1 e
DN3), em marrom sdo mostrados os neurbnios dorsais 2 (DN2) e visualizamos ainda a
regido do lobo 6tico (LO). Imagem meramente ilustrativa, ndo ha relacdo com o
guantitativo de neurdnios em cada regido (modificado de Amoretty et al,. 2013).
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Curiosamente, LPN e DN2 ndo expressam CRY, o0 que levou a hipotese de
que os neurbnios CRY-negativos seriam 0s responsaveis por mediar a sincronizagao
pelos ciclos de temperatura (Yoshii et al., 2010). No entanto, drosoéfilas que possuem
um reldgio funcional apenas nos neurénios CRY-positivos conseguem sincronizar-se

com os ciclos de temperatura (Busza et al., 2007).

Um estudo recente pode ajudar a elucidar tal questdo. Gentile e
colaboradores (2013a) sugerem que o0s neurdnios CRY-positivos sdo de fato
importantes para a sincronizagao por temperatura, mas que CRY atuaria de algum
modo inibindo este mecanismo. Na presenca dessa flavoproteina, esses neurénios
sao mais influenciados pelos ciclos de claro/escuro. No entanto, eles conseguem ser
sincronizados pelos ciclos de temperatura em situagcfes que o nivel de CRY diminui,
como em claro constante que leva a degradacdo ininterrupta desta proteina (Gentile
et al., 2013a).

Este mesmo trabalho aponta que distintos grupos neuronais podem atuar em
diferentes faixas térmicas. Os neurdnios ventrais seriam mais importantes em ciclos
de baixas temperaturas, enquanto que os dorsais dominariam em ciclos de altas
temperaturas. CRY interferiria com a sincronizagdo térmica nos neurdnios dorsais,

tanto ao nivel molecular, quanto comportamental (Gentile et al., 2013a).

1.4.3— O gene nocte e os 6rgéaos cordotonais

Embora diferentes neurdnios do oscilador circadiano consigam sincronizar-se
aos ciclos de temperatura, em cérebros isolados essa resposta ndo ocorre, pois a
informacédo € passada através dos Orgaos periféricos (Sehadova et al., 2009). A
principal estrutura capaz de perceber as variacbes térmicas e transmiti-la aos
demais osciladores periféricos sdo os 6rgdos cordotonais (Sehadova et al., 2009).
Estes componentes atuam como mecanotransdutores, tendo muitos deles sido
implicados na propriocepcdo, na deteccdo da vibragdo ou na percepcdo da
gravidade (Kernan, 2007; Simoni et al., 2014). A mutacdo em um gene denominado
nocte (no circadian temperature entrainment) acarreta alteragbes estruturais e
funcionais nos 6rgdos cordotonais, causando prejuizos a sincronizacdo da
expressao génica e a sincronizacdo da atividade pelos ciclos de temperatura (Glaser
& Stanewsky, 2005; Sehadova et al., 2009).
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Sehadova e colaboradores (2009) descrevem NOCTE como uma proteina
rica em cadeias de poli-glutamina e poli-alanina, com uma discreta similaridade na
sua regido N-terminal a um dominio presente em BAT2 de mamiferos, mas sem
qualquer homologia com uma familia proteica. A proteina BAT2 é codificada por um
dos genes presentes no complexo MHC de classe lll, e estaria associada; entre
outas coisas, a idade de desenvolvimento do diabetes tipo |, a processos
inflamatdrios no pancreas e ao desenvolvimento de artrite reumatoide em humanos
(Banerji et al., 1990; Hashimoto et al, 1999; Singal et al. 2000).

O dominio encontrado em NOCTE e BAT2, embora apresente uma
semelhanca global para os cerca de 70 aminoacidos fraca, inclui 11 aminoacidos
idénticos. No entanto, a funcao desse dominio permanece desconhecida. Assim, se
por um lado qualquer estrapolacdo sobre a atuacdo de NOCTE possa ser dificil
baseada unicamente no dominio BAT2, por outro Sehadova e colaboradores (2009)
ao observarem a sequéncia de aminoacidos dessa proteina, ressaltam a baixa
concentracdo de cisteinas e sugerem uma atuacao intracelular. Ainda segundo eles,
a presenca de regifes poli-Q e poli-A, juntamente com a auséncia de dominios de
ligacdo ao DNA suportariam a hipotese de NOCTE funcionar como um cofator
transcricional. Por fim, o estudo realizado por Sehadova e colaboradores (2009) se
estendeu para uma analise comparativa com outras espécies, descrevendo
ortélogos deste gene em diferentes insetos, incluindo vetores como o Aedes aegypti
(figura 1.15) (Sehadova et al., 2009).
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Figura 1.15: Alguns possiveis ortélogos da proteina NOCTE de D. melanogaster.
Observados em Aedes aegypti e Anopheles gambiae (Diptera), na vespa Nasonia vitripennis
(Hymenoptera), e no besouro Tribolium castaneum (Coleoptera). O Key score mostra o grau
de similaridade (modificado de Sehadova et al., 2009).
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1.5 -0relogio circadiano em Aedes aegypti

Apesar de Drosophila melanogater ser um bom modelo e concentrar grande
parte da genética molecular do relégio circadiano, evidéncias apontam que 0s
relégios de insetos podem ser bastante distintos entre si (Tomioka & Matsumoto
2010), demostrando que o que € compreendido em Drosophila ndo pode ser

totalmente extrapolado para as demais espécies.

Em mosquitos hematofagos, os ritmos de atividade e alimentacdo sanguinea,
que sdo cruciais para a transmissdo de doencas, também estdo sob o controle de
um reldgio circadiano endégeno (revisado em Clements, 1999; Saunders, 2002). O
mesmo pode ser dito para diferentes aspectos da fisiologia, que desempenham um
papel importante na competéncia vetorial e também para a resposta imune e

metabolismo (Das & Dimopoulos, 2008).

Um mosquito de grande importancia epidemiologica é o Aedes aegypti, vetor
comumente conhecido pela transmissdo da dengue e da febre amarela. Esses
mosquitos de héabitos diurnos, quando expostos a ciclos de claro/escuro, apresentam
picos matinais (M) e vespertinos (E) em suas atividades de locomoc¢ao. No entanto,
diferentemente de D. melanogaster, ndo ha indicios de uma regulacdo circadiana
para o pico M, visto que apenas 0 pico E permanece em escuro constante com um
periodo de aproximadamente 22,5h (figura 1.16) (Taylor & Jones, 1969; Jones,
1981; Gentile et. al, 2009). O pico M poderia ser entendido como o que chamamos
em cronobiologia de mascaramento; ou seja, um efeito provocado por uma
determinada condicdo que gera uma resposta imediatista, mas sem o recrutamento

do reldgio circadiano.

Embora o controle circadiano se restrinja a um dos picos de atividade, o
reldgio ndo se faz menos importante nesta espécie. Muito pelo contrario, estudos de
microarranjo demonstram que diversos genes envolvidos no crescimento,
desenvolvimento, imunidade e resposta a inseticidas apresentaram um padrao de
expressao ritmico e poderiam estar sendo modulados pelo relégio (Ptitsyn et al.,
2011; Leming et al, 2014). Aléem disso, esse marcapasso enddgeno parece ter
também um papel na dindmica de transmissdo de doencas, visto que fémeas de
Aedes aegypti infectadas com virus da Dengue 2 apresentaram uma atividade

aumentada em seu pico vespertino (Lima-Camara & Bruno et al., 2011).
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Atividade Média

Figura 1.16: Atividade de Ae. aegypti. Actograma duplamente plotado mostrando os
padrées de atividade locomotora de Ae. aegypti sob dois dias em claro/escuro e cinco dias
em escuro constante. Os fundos brando e cinza representam a fase clara e a fase escura,
enquanto o fundo hachurado indica a fase clara subjetiva em escuro constante. As linhas
representam a porcentagem de atividade dos individuos (modificado de Gentile et al., 2009).

Em um dos primeiros estudos a investigar as bases moleculares do reldgio
circadiano em Ae. aegypti, 0 nosso grupo realizou a analise comparativa da
expressao de genes do relogio circadiano entre Ae. aegypti € 0 mosquito noturno
Culex quinquefasciatus (Gentile et al., 2009). Ambas as espécies parecem ter um

padrdao de expressao bastante conservado para 0s principais genes do relogio
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circadiano (CIk, cyc, per, tim, vri, Pdpl e cryl), com excec¢éo de cry2 que apresenta
um unico pico de expressao em Culex e um padréo bimodal em Aedes (Gentile et
al., 2009). A proteina CRY2 esta ausente em Drosophila, mas é encontrada em
diversos insetos, como borboletas, besouro e abelhas; por exemplo, onde atua como
um repressor do fator transcricional CLK-CYC (Shearman et al., 2000; Zhu et al.,
2005; Yuan et al., 2007). Especula-se que as diferencas observadas na expressao
de cry2 poderiam contribuir para os distintos padrdes de atividade encontrados em

Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus (Gentile et al., 2009).

Nosso grupo também estendeu a analise comparativa entre as duas espécies
para melhor compreender o papel de indicadores ambientais na sincronizacao da
atividade desses mosquitos. Submeteu-se Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus a
ciclos de claro/escuro e de temperatura retangulares em fase ou fora de fase. Sob
os ciclos em fase, Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus mantém os padroes
caracteristicos de uma espécie diurna e noturna, concentrando suas atividades
durante a fase clara-quente e a fase escura-fria, respectivamente. No entanto,
quando os ciclos sao colocados em fases opostas, as duas espécies ficam mais
ativas durante a noite (fase escura-quente) (figura 1.17 A-D), sugerindo que os
ciclos de temperatura possam exercer uma influéncia maior nos padrdes de

atividade locomotora em Ae. aegypti do que em Cx. quinquefasciatus (Rivas, 2010).

Com relacéo ao perfil de atividade, nota-se diferencas nos picos de atividade
em mosquitos Ae. aegypti expostos a ciclos em fase comparado aos ciclos fora de
fase. O autor propde que essa diferenca ocorra devido ao tipo de equipamento do
experimento, uma vez que a incubadora utilizada promoveu ciclos de claro/escuro
com transicbes abruptas, enquanto a temperatura demorava cerca de 1lh para
descer ou subir completamente durante as transicdes. Sendo assim, quando
submetidos a ciclos em fase, o pico M apresenta valores mais baixos e esta
submetido a temperaturas baixas, enquanto o pico E apresenta niveis mais elevados
e estd sujeito a temperaturas altas. O efeito oposto é observado em ciclos de
claro/escuro e de temperatura fora de fase. Portanto, em ambos os casos, o ciclo de
temperatura parece modular a resposta as transi¢cées de luz em Ae. aegypti, tendo
temperaturas baixas um efeito inibitério sobre os picos de atividade, enquanto

temperaturas altas produzem o efeito oposto (Rivas, 2010).
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Figura 1.17: Atividade de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus em ciclos de
claro/escuro e de temperatura. Actogramas duplamente plotado, mostrando a
atividade locomotora de Ae. aegypti e (B) Cx. quinquefasciatus em cinco dias de
ciclos retangulares de claro/escuro e temperatura em fase, seguidos de sete dias em
ciclos retangulares fora de fase. Horas na fase quente (30°C) sdo representadas
pela cor vermelha e na fase fria (20°C) pela cor azul. As barras horizontais brancas e
pretas representam a fase clara e a fase escura, respectivamente. C) Proporcdes de
atividade locomotora de Ae. aegypti e de (D) Cx. quinquefasciatus para cada dia de
experimento. As barras verticais brancas representam o dia (fase clara-quente em
LDTC ou a fase clara-fria em LDCT) e as barras verticais pretas representam a noite
(fase escura-fria em LDTC ou a fase escura-quente em LDCT) (Rivas et al.,, em
preparo).
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Interessantemente, se essa observacao estiver correta, € provavel que similar
efeito sob os picos de atividade desses mosquitos possam ocorrer na natureza uma
vez que, como citado anteriormente, os ciclos de temperatura naturais acontecem de
forma gradual com minimas ao amanhecer e maximas ao final da tarde. Assim,
procuramos compreender melhor nesse trabalho a importancia da temperatura para
a amplitude de atividade do vetor Ae. aegypti. Avaliamos os efeitos dos ciclos
graduais de claro/escuro e temperatura sob os ritmos de atividade e expressao
circadiana, observamos as implicacdes do silenciamento de nocte por RNA de
interferéncia e comparamos a sincronizacado exercida por ciclos de temperatura

graduais versus retangulares.

28



2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

Analisar a influéncia dos ciclos de temperatura seminaturais sobre a

sincronizacdo do relogio circadiano e amplitude de atividade do mosquito Ae.

aegypti.

2.2 — Objetivos especificos

Estabelecer o perfil de oscilagcdo de luz e temperatura observados na

natureza ao longo de 24 horas.

e Comparar a sincronizacdo da atividade de Ae. aegypti por ciclos de

temperatura graduais e retangulares.

e Analisar a atividade e expressdo dos genes do relogio de Ae. aegypti sob

ciclos de claro/escuro e temperatura graduais.

e Observar os efeitos do knockdown de nocte para a sincronizagéo e amplitude
da atividade de Ae. aegypti.
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3 - METODOLOGIA

3.1 - Criagcao de mosquitos

Ovos de Ae. aegypti da linhagem Rockefeller foram gentilmente cedidos pelo
Laboratorio de Fisiologia e Controle de Artrépodes Vetores (Instituto Oswaldo Cruz)
que mantém coldnias no IBEx (Instituto de Biologia do Exército, Rio de Janeiro,
Brasil). Os ovos foram estimulados a eclodir em agua destilada miliQ durante 1 a 2
dias. Apés a eclosao, 500 larvas foram separadas por bacia contendo 1,5 litros de
agua miliRO e alimentadas, a cada 3 dias, com 1g de ragéo para gatos Friskies®
(Purina). As pupas foram recolhidas diariamente em pequenos copos plasticos e
transferidas para gaiolas de papeldo cilindricas de 17,5 cm de altura e 16,5 cm de
diametro. Na fase adulta, para manter as fémeas virgens, separamo-las dos machos
com intervalos maximo de 12 horas ap0s a emergéncia. Elas permaneceram em
gaiolas e foram alimentadas com solu¢do de sacarose a 10% até o dia de cada
experimento. Durante a criacdo, desde ovos até adultos, os mosquitos foram
mantidos em regime de claro/escuro (12 horas a 1500 lux, 12 horas a O lux) e
temperatura constante de 25°C em incubadora (Precision Scientific, modelo 818).

Em cada experimento utilizamos fémeas virgens com idade entre 1 a 3 dias.

3.2 — Simulacéo de regimes graduais em laboratorio

Para simular os ciclos de claro/escuro com subidas graduais de luminosidade
durante o amanhecer e o crepusculo, utilizamos um sistema de ilumina¢cdo com LED
controlado por computador (HLT Powerbus USB station, Hoenig Lichttechnik Ltd.).
Ja a simulacdo tanto dos ciclos de temperatura graduais quanto retangulares foi
possivel gracas ao sistema de rampas de temperaturas acoplado a incubadora
Solab — SL225/ 334, baseado em protocolo descrito por Yoshii e colaboradores
(2009).

3.3 — Atividade locomotora

Em todos os ensaios de atividade, fémeas virgens de Ae. aegypti tiveram

seus ritmos observados ao longo do experimento através de uma versdo maior do

30



Monitor de Atividade de Drosophila (TriKinetics, Waltham, Massachusetts, USA).
Neste equipamento, os mosquitos sao individualmente acomodados em pequenos
tubos de vidro de 7 cm de comprimento, 1 cm de diametro externo, e diametro
interno entre 0,7 e 0,8 cm. Colocamos algodao umedecido em solucdo de sacarose
10% em uma das extremidades do tubo e selamos ambas as extremidades com
parafilm. Os tubos séo posicionados em monitores especiais contendo sensores de
movimento que compreendem um ponto de emissdo e um de detecgao de raio
infravermelho. Quando o inseto esta ativo, ele caminha pelo tubo e interrompe o
feixe de luz infravermelha. Essa informacdo é passada, através de um cabo, para
um computador que registra o evento através do programa DAMSystem data
collection software versdao 2.0.6 (Trikinetics Waltham, MA, USA). A analise dos
dados seguiu a metodologia descrita em Rivas (2010). Os actogramas foram feitos
com o auxilio do programa ActogramJ (Schmid et al., 2011). Tanto o perfil geral de
todos os individuos, quanto o perfil individual utilizado para a anélise do onset, offset
e picos, foi produzido no programa Excel com a média dos dias em que a atividade
se encontrava sincronizada em cada regime. Escolhnemos o 4°, 5° e 6° dia em ciclos
de temperatura graduais ou retangulares e escuro constante. E o0 3°, 4° e 5° dia em

ciclos de claro/escuro e temperatura graduais em fase ou fora de fase.

3.3.1 — Determinacao do onset, offset e picos individuais

A analise da fase dos picos de atividade, assim como do inicio do pico E
(onset) e término (offset) foi baseada nas metodologias empregadas por Rivas
(2014), Yoshii (2009) e colaboradores. Determinamos esses parametros para cada
mosquito, observando o perfil individual médio (assim como descrito no item 3.3). O
onset do pico E foi definido como a fase onde encontramos um valor préximo ou
igual a zero antes de um aumento gradual cujo valor maximo determinamos ser a
fase do pico E. Por outro lado, o offset foi estabelecido como 0 momento em que se
observava o primeiro valor igual ou préximo a zero apds o pico E. Para exemplificar
essa metodologia, no anexo 1 separamos o perfil de individuos submetidos a cada
regime e destacamos o onset, offset e pico E. A mesma analise individual foi
empregada para avaliarmos o deslocamento dos picos durante os dias em que 0s

mosquitos foram expostos ao regime com ciclos de temperatura graduais ou
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retangulares. Assim como o deslocamento do onset a cada dia no regime com ciclos

de claro/escuro e temperatura graduais.

3.4 — Andlise molecular
3.4.1 — Andlise da expresséao de genes do reldgio circadiano

3.4.1.1 — Extracéao e purificacdo de RNA

Os mosquitos foram mantidos durante trés dias em ciclos de claro/escuro e
temperatura em fase ou sob ciclos de claro/escuro e temperatura fora de fase, em
incubadora Solab — SL225/ 334. No terceiro dia, grupos de 10 individuos foram
coletados a cada quatro horas ao longo de 24 horas (ZT1, ZT5, ZT9, ZT13, ZT17 e
ZT21). A cada coleta, os mosquitos foram imediatamente congelados em nitrogénio
liquido e preservados em freezer -80°C. Posteriormente, extrairmos o RNA total da
cabeca com Trizol (Life Technologies) e purificamos através da precipitacdo com

cloreto de litio 2,5M, conforme previamente estabelecido (Gentile, 2007).

3.4.1.2 — Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com o0s reagentes TagMan Reverse
Transcription Reagents (Life Technologies) nas concentracbes da tabela 3.1. A
transcricdo reversa ocorreu nas seguintes condicdes: 25°C por 10 minutos, 48°C por
1 hora e 95°C por 5 minutos. Aos 10 ul de cDNA sintetizados, adicionamos 90 ul de
agua milli-Q, resultando em 100 pl de cDNA 10 vezes diluido. Tal diluigao
possibilitou gerar cDNA suficiente para diversas reagdes de PCR em Tempo-Real,

sem perder uma boa eficiéncia de amplificacao.

3.4.1.3 - PCR em tempo-real

Realizamos ensaios de PCR em tempo real com o cDNA sintetizado para
analisar a expressao dos genes per, tim, cry2, cyc, vri, Pdpl, nocte e rp49; utilizando
o kit Power SYBR Green PCR Master Mix (Life Technologies), no equipamento
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StepOne Plus (Life Technologies). Os primers utilizados s&o os mesmos descritos
por Gentile e colaboradores (2009), com excecdo do gene nocte. Para nocte
desenhamos os primers senso (5-AATTCACCGTTAGCGTTGGCG-3') e antisenso
(5-GCTGCCGACCATTGGGATC-3') a partir da sequéncia supercont 1.177 (285000-
296000) contida no site VectorBase.org.

Tabela 3.1: Composicdo das rea¢fes de sintese de cDNA para cada amostra

Reagentes Volume
10X RT Buffer 1,00 pL
MgCl. (25mM) 2,20 uL
dNTP (25mM) 2,00 uL
oligo d(T)s (50 uM) 0,50 uL
Inibidor de RNase (20U/uL) 0,20 uL
Transcriptase reversa (50U/ulL) 0,25 uL
RNA Total _ 3,85 uL
(concentragao desconhecida)

Total 10,00 uL

A tabela 3.2 mostra a composicdo da reacdo. Para cada cDNA e gene
utilizamos trés réplicas e submetemos as amostras as seguintes condi¢cdes de
termociclagem: 95°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15
segundos, 60°C por 60 segundos e uma curva de dissociacdo para observarmos a
formacdo de dimeros ou a presenca de contaminantes. Esta curva de dissociacéo
(melting curve) segue os seguintes parametros: 95°C por 15 segundos, 60°C por 60
segundos, mais etapas crescentes de temperatura onde sao feitas as leituras de

fluorescéncia (leituras a cada 0,3°C) de 60°C até 95°C.

Os valores de Cr das trés réplicas de cada cDNA e gene foram transformados
em valores médios. As réplicas que apresentaram valores muito discrepantes
(outliers) dos valores criticos de Grubbs foram excluidas da analise (Sokal & Rohlf,
1995). O método utilizado para a quantificagdo foi o “Método do Ct Comparativo”
(Comparative Ct Method; Método 2722CT) (Livak & Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001),

utilizando como base os Manuais da Applied Biosystems (1997, 2004). A expressao
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do gene rp49 nos serviu como normalizador enddgeno e o ZT de menor expressao

em cada gene alvo como amostra de referéncia.

Tabela 3.2: Composicgéo das reacdes de qPCR em
tempo real por poco.

Reagentes Volume
Power SYBR® Green PCR 7,5 uL
Master Mix

oligo 5° (10 uM) 0,18 pL
oligo 3° (10 pM) 0,18 pL
Agua 1,125 uL
cDNA 6 uL
Total 15 ul

3.4.1.4 — Analise do silenciamento de nocte em mosquitos injetados
com dsRNA

Os mosquitos injetados com o RNA dupla-fita de nocte ou de LacZ foram
mantidos durante os quatro dias seguintes a injecdo em ciclos de claro/escuro e
temperatura em fase. No segundo e quarto dias apés a injecao coletamos grupos de
10 individuos no mesmo horario (ZT 5). Congelamos imediatamente em nitrogénio
liquido e guardamos em freezer -80°C. Em seguida, extraimos o RNA total da
cabeca e do corpo, purificamos esse material e sintetizamos cDNA, assim como
descrito nos itens 3.4.1.1 e 3.4.1.2. Posteriormente, utilizamos esse cDNA para fazer
um PCR em tempo-real a fim de analisar a expressao de nocte e rp49, assim como
descrito no item 3.4.1.3. A expressao do gene rp49 foi mais uma vez 0 NOsso
normalizador endogeno e como amostra de referéncia, utilizamos a expressao de

nocte no grupo controle a cada dia.
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3.5 — Sintese in vitro de RNA dupla-fita

3.5.1 — Clonagem de um fragmento do nocte de Ae. aegypti

Para sintetizarmos in vitro o RNA dupla-fita que ser& utilizado como RNA de
interferéncia, inicialmente amplificamos por PCR um fragmento do gene que
desejdvamos silenciar. De acordo com a experiéncia do nosso laboratorio, este
fragmento devera conter a regido escolhida como alvo da acédo das endonucleases
do sistema de RNAI e é adequado que seu tamanho seja entre 600 a 800 pares de
bases. E interessante, ainda, que se escolha como alvo uma regido inicial do RNA
mensageiro. Do contrario, ha a possibilidade do mesmo ndo ser completamente
degradado pelo sistema a partir do ponto de clivagem antes de comecar sua
traducdo em proteina. Neste caso, seriam gerados peptideos que poderiam exercer
algum efeito na célula relacionado a funcédo da proteina, interferindo no fenétipo
(Gentile et al., 2013b; Gentile, 2007).

Para escolhermos a regido e primers adequados, nosso primeiro passo foi
através da sequéncia do nocte de Drosophila (flybase ID: FBtr0332953), buscarmos
o homdlogo em Ae. aegypti. As sequéncias de nocte de Aedes aegypti foram obtidas
in silico, através de busca no genoma desta espécie, disponivel on-line no site do
Vector Base (http://www.vectorbase.org/). Embora o genoma completo deste vetor ja
tenha sido sequenciado (Nene et al.,2007), observamos que a sequéncia do
transcrito de nocte ndo estava inteiramente anotada, faltando a regi&o inicial. Assim,
para que pudéssemos analisar essa regido desenhamos um primer senso (5'-
ATGAAGATTCTCTGGCAGCATG-3") flanqueando a predita metionina inicial e um
primer antisenso (5-TACATGAACGGTGGCATCAGTG-3") no exon mais proximo
anotado no banco de dados, o que englobaria uma regido, em nivel genémico, de

3679 pares de bases.

Paralelamente, extraimos o RNA total da cabeca de Ae. aegypti e
sintetizamos cDNA, assim como descrito nos itens 3.4.1.1 e 3.4.1.2. Com o cDNA e
0s primers citados realizamos uma PCR, utilizando a enzima Tth DNA polimerase
(Biotools) de acordo com as instrugbes do fabricante. As condigbes de
termociclagem da reacdo foram: 95°C por 5 minutos; 40 ciclos de 95°C por 30
segundos, 58°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. Submetemos 10 pl do volume da
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reacdo a eletroforese em gel de agarose 2%. Como corante para visualizacao,
utilizamos GelRed diluido 10000x diretamente em agarose, segundo as
especificacdes do fabricante (Biotium). O restante da reacéo foi purificado com o kit
GFX PCR DNA & Gel Band Purification (GE Healthcare).

O material amplificado foi ligado a um vetor plasmidial (pbGEM-T EASY -
Promega) de acordo com as especificacdes do fabricante. Uma aliquota deste vetor
foi utilizada para transformar células competentes E. coli DH5, que foram, entédo
plagueadas em meio LB agar contendo X-Gal e IPTG, e mantidas em estufa a 37°C
por cerca de 16 horas. Dentre as colonias que cresceram em placa, algumas foram
selecionadas e inoculadas independentemente em tubos Falcon de 15 ml, contendo
3 ml de meio LB com ampicilina. Por meio de uma mini preparagéo (kit Sephaglas™
FlexiPrep Amersham Biosciences), extraimos o material plasmidial dessas coldnias
que foi digerido com enzima EcoRI (Promega) de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. As amostras que apresentaram insertos foram analisadas no
sequenciador ABI 377 DNA usando o reagente Big Dye (Applied Biosystems), da
Plataforma de Sequenciamento do PDTIS/FIOCRUZ. Obtivemos uma sequéncia de
762 pares de bases que foi confrontada com o banco de dados de D. melanogaster
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), confirmando que se tratava de um homodlogo de
nocte em Ae. aegypti. Ao compararmos a sequéncia codificante obtida com o
genoma desta espécie, dois introns foram identificados. A figura 3.1 mostra essa

sequéncia consenso com o predito ATG inicial e a juncao entre éxons.

3.6 — Sintese in vitro de RNA dupla-fita

Primeiramente realizamos uma PCR com o material clonado e primers
especificos que foram desenhados mais internamente no consenso e continham nas
suas extremidades 5’ uma sequéncia T7, fundamental a sintese do RNA dupla-fita.
Na figura 3.1 apresentamos esses primers, assim como a regido em que eles foram
desenhados. Realizamos a PCR com enzima Tth DNA polimerase (Biotools) de
acordo com as especificacdes do fabricante. As condigcbes de termociclagem
consistiram de: 95°C por 5 minutos; 45 ciclos de 95°C por 30 segundos, 65°C por 1
minuto e 72°C por 1 minuto. O produto gerado foi submetido a eletroforese em
agarose com GelRed (Biotium), segundo as instru¢cdes do fabricante. Observamos

gue o material amplificado corresponderia a sequéncia de DNA com 500 pares de
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bases esperada mais a adicdo da cauda T7 nas extremidades 5’ de ambas as fitas.
Purificamos o produto da reacdo com o kit GFX PCR DNA & Gel Band Purification
(GE Healthcare).

ATGAAGATTCTCTGGCAGCATGAATGCATTGGGEGEEGAACTAGGGGGGAGCGAAATGCAAAGCCCAAA
TTCGCAGCGTTAGATATCAACAAACTCTACAGCACAAGTCGGEGAGAATCTCTTGAACCATCAACTCA
GAAAAGTGCAGCTCCTCGTAAACATGGAATGCAAAGTTTGGGAAAGGTTCCCTCGGCTCGTCGACCGC
CAGCAAACCTTCCGTCTCTGAAAGCCGAAATCTCCATTCCATCGGATCAGCAAGGCACCTGGGGETAGCG
AAGCAGGAGACAACCAAAACAACAACTCTAGTATTACTTCAACATCAGCAGCACCATCAGCAGCCGCC
GGETAGCAGCACAAATAACAACGCCACGETTGGTGCCGGAGGTGTGCACAGCACTTCACACGCCAGCA
GTTCACAGATTCCCCACTCGGGCGCATCATCCTCTTCACAATGGAGTTCGAACGAGTTCCCCTeGeTGGA
TGGCACTGGTCAGTATGGTCCGAGCGGCAAACAGCaGCATCATCATCTCCACGATGGCACAGACGGCA
GAGCGATGGGTCAGTACATGGATGGTCCACAAGTCAGTCTGCGGCCTCAAACGGATGCTGCGAGTTG
GATGCAGCAACAACAGCAGAGCAGTGGGGGCGGAAACAACGCCGGAGGTATGAACGGGCCAAACAG
CAACCAACAGGGCCAGGGCCCCCAACAGCAACCAGCTGCACCCCTACCGCCTCAGTTCCGGGCACTGA
TGCCACCGTTCATGTA

Primer Senso
5 TAATACGACTCACTATAGGGCAAACTCTACAGCACAAGTCGE 3

Primer Antisenso
5 TAATACGACTCACTATAGGGGCAGACTGACTTGTGGACC 37

Figura 3.1: Sequencia obtida da regido inicial do transcrito de nocte. A regido
contém 762 pares de bases. Em cinza, visualiza-se o pressuposto ATG inicial. Destacado
em amarelo e verde, o final e o inicio de um exon respectivamente. Em vermelho,
observam-se os segmentos escolhidos para a formacao de primers com a cauda T7. Os
oligonucleotideos senso e antisenso encontram-se na regiao inferior da figura, sublinhado
vemos a sequéncia T7.

Com o kit MEGAscript (Ambion) conduzimos a sintese de RNA dupla-fita a
partir dos produtos de PCR purificados. Uma vez que o material amplificado continha
a sequéncia do promotor T7 em ambas as extremidades, a sintese de RNA foi
realizada sobre as duas fitas de DNA, gerando um RNA dupla-fita correspondente a
toda a extensdo do fragmento. O RNA dupla-fita sintetizado foi purificado com
cloreto de litio seguindo o protocolo do kit MEGAscript. Quantificamos o material em
aparelho NanoDrop 3300 (Thermo Scientific), buscando a faixa de concentracao

entre 2,5 e 3,5 yg/ul. Por fim, uma aliquota de cada RNA dupla-fita sintetizado foi
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submetida a eletroforese em agarose corada com GelRed para verificarmos a

integridade do material.

Paralelamente, utilizamos a mesma estratégia para LacZ, um gene de
Escherichia coli que ndo esta presente em mosquitos, empregando-o como um
controle do silenciamento. Um clone contendo o inserto deste gene com
aproximadamente 600 pares de bases foi gentilmente cedido pela Dr2. Carla Gentile.
A sintese do RNA dupla-fita de LacZ foi realizada com este clone e
oligonucleotideos internos ao fragmento contendo a sequéncia T7 nas extremidades
5 (senso: 5-TAATACGACTCACTATAGGGCAAACTCTACAGCACAAGTCGG-3' e
antisenso: 5’-TAATACGACTCACTATAGGGGCAGACTGACTTGTGGACC-3'), assim

como estabelecido previamente (Gentile et al., 2013b).

3.7 —Injecdo em mosquitos

Os mosquitos foram adormecidos por resfriamento. Com o auxilio de um
micro-injetor manual Nanoject Il, da Drummond Scientific injetamos o RNA dupla-fita
na altura do espiraculo mesotoraxico ou na area poés-espiracular (Consoli e
Lourenco-de-Oliveria, 1994). Regulamos este micro-injetor para liberar 69 nanolitros
do material quando sinalizado. Em cada mosquito, trés inje¢cdes de 69 nanolitros
eram realizadas, totalizando 207 nanolitros de material injetado. Apés a injecao os
mosquitos foram utilizados nos experimentos de atividade locomotora ou de analise

da expresséao génica.

3.8 — Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa GraphPad Prism
5 (Prism, La Jolla, CA). Primeiramente investigamos cada parametro (picos, onset e
offset) com o teste de normalidade de Shapiro-Wilk (p < 0.05). Nenhum dos dados
seguiram uma distribuicdo Gaussiana. Assim, comparamos o pico E dos ciclos de
temperatura graduais e retangulares com o Teste de Mann-Whitney. As analises do
pico E, onset e offset de mosquitos integros ou injetados com RNA dupla-fita

(dsnocte ou dsLacZ) foram feitas com o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis.
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4 — RESULTADOS

4.1 — Condicbes Seminaturais

Estudos recentes vém demonstrando que ciclos de temperatura graduais
podem sincronizar a atividade de D. melanogaster com um perfil diferente do que
era observado em ciclos de temperatura retangulares (Yoshii et al., 2009). Assim,
resolvemos inicialmente analisar a capacidade dos ciclos de temperatura graduais

em sincronizar a atividade do mosquito Aedes aegypti.

Para isso, primeiramente precisdvamos estabelecer uma referéncia com
relacdo os ciclos de temperatura encontrados diariamente na natureza. Contamos
com o auxilio do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), que gentilmente nos
cedeu as aferigdes realizadas no Rio de Janeiro (estacdo A621, Vila Militar). A fim
de diminuir variaveis anuais e sazonais, a curva foi formada como uma média das
afericbes do equindcio de marco e do equindcio de setembro, durante seis anos
(2008-2013) (figura 4.1 A).

A 31
ELi 29 4
o 27
2
c
(]
a 23
£
@
221
19 — S S i
0 6 12 18 24 Hora do dia
18 0 6 12 18 ZT
B
31
s 2
O 27
>
2
o 25
Lh}
Q gy
g
& o2
19 . _
12 18 24 Hora do dia
18 0 6 12 18 ZT

Figura 4.1: Curvas de temperatura natural e simulada. (A) Curva de
temperatura natural no equinécio de marco (rosa), no equindcio de
setembro (azul) e na média dos equindcios (laranja) no Rio de Janeiro.
(B) Curva gradiente simulada. Observa-se no eixo das coordenadas a
temperatura média ou simulada e no eixo das abscissas o0 horéario do dia
/ ZT em que elas ocorrem.
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Observamos temperatura minima média de 20,6°C = 1,24 ocorrendo as 6
horas da manha (ZT0) e temperatura maxima meédia de 29,3 + 4,92°C as 14 horas
(ZT8). Assim, com base na curva de temperatura média diaria, simulamos os ciclos
de temperatura graduais em laboratorio, com um aumento e decréscimo gradual de

temperatura, minima de 20°C no ZT0 e maxima de 30°C no ZT8 (figura 4.1 B).

4.2 — Sincronizacgao por diferentes ciclos de temperatura

Apbs estabelecermos um perfil para o ciclo de temperatura gradual de uma
forma mais proxima possivel ao observado na natureza, pudemos compara-lo ao
ciclo de temperatura retangular. Mantivemos os mosquitos durante 6 dias em escuro
constante com ciclos de temperatura graduais ou retangulares. Em seguida,
deslocamos a fase desses ciclos através de um “shift” de 6 horas a 20°C e
observamos a atividade por mais 7 dias. Com isso, pudemos comparar o perfil de

sincronizacéo e a capacidade de cada ciclo deslocar a atividade (arrastamento).

Observamos que assim como 0s ciclos de temperatura retangulares, ja
descritos anteriormente (Rivas, 2010), os ciclos de temperatura graduais também
sdo capazes de sincronizar a atividade de Ae. aegypti. No entanto, o perfil dessa
atividade parece ser diferente. Sob ciclos de temperatura graduais, observamos
apenas o pico principal (pico E), que se estabiliza por volta do ZT8 (figura 4.2 A e
C). Em ciclos de temperatura retangulares o pico E sofre uma antecipacdo maior, se
fixando préximo ao ZT6 (figura 4.2 B e C). Visualizamos ainda nessa ultima
condigcao dois outros picos, um menor entre a transicao do frio para o quente e um
maior apds a mudanca do quente para o frio (figura 4.2 B). Acreditamos que esses
picos ocorridos apos as transi¢des sejam um “startle response” ocasionados pela

mudanca abrupta de fase que ndo sdo controlados pelo relégio circadiano.

Apos o deslocamento de 6 horas, ambos os ciclos foram capazes de arrastar
a fase do pico principal de atividade, levando cerca de 4 dias para uma completa
sincronizacdo (figura 4.3 A e B). Ja os demais picos encontrados nos ciclos
retangulares, apo6s o deslocamento, imediatamente seguem as transicbes de
temperatura (figura 4.3 A e B), reforcando a nossa hipotese de que esses picos

acontecam devido a um mecanismo de mascaramento independente do reldgio.
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Figura 4.2: Atividade de Ae. aegypti em escuro constante e diferentes ciclos de
temperatura. (A) Atividade média em ciclos de temperatura graduais (n=51, linha azul) ou (B)
retangulares (n=115, linha lil4s) e escuro constante. (A e B) As setas destacam o pico E nos
respectivos ciclos. (C) Andlise da fase do pico E encontrada em cada individuo exposto aos
ciclos de temperatura graduais (média = 6,03 + 1,54, circulos azuis) ou retangulares (média =
8,65 £ 2,16; circulos lilas). *** = P < 0.001 segundo o Teste de Mann-Whitney. (A, B e C)
Tanto o perfil médio plotado nos gréaficos como o perfil individual utilizado para a andlise do
pico E foram formados pela atividade média do 4°, 5° e 6° dia em cada ciclo.
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Figura 4.3: Actogramas de Ae. aegypti em escuro constante e diferentes ciclos de
temperatura. (A) Actogramas duplamente plotados mostrando a média de atividade nos
experimentos com ciclos de temperatura graduais (n=51) ou retangulares (n=115) e
escuro constante. Primeiramente os mosquitos foram sincronizados pelos ciclos de cada
regime durante 6 dias. Em seguida, deslocamos a fase dos ciclos com um shift de 6 horas
a 20°C e mantivemos 0s mosquitos neste novo regime por mais 7 dias. (B) Média do
deslocamento individual dos picos de atividade. No experimento com ciclos de
temperatura graduais, destaca-se a fase do pico E (azul). No regime retangular observa-se
0 pico E (lilas), o pico da transicao frio-quente (laranja) e o da transicdo quente-frio
(vermelho). A linha horizontal marca o dia do shift de temperatura.
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4.3 — Atividade sob ciclos de claro/escuro e temperatura

Nossos resultados sugerem que o ciclo de temperatura gradual que
produzimos € capaz de sincronizar a atividade de Ae. aegypti, gerando menos
artefatos experimentais e funcionando possivelmente de uma forma mais proxima ao
natural. Mas, na natureza, os ciclos de temperatura ndo agem isoladamente e sim
em conjunto com outros fatores ambientais. Como ja citamos, os ciclos de
claro/escuro sdo um dos principais fatores ambientais capaz de sincronizar a
atividade de diversas espécies. Assim, nos perguntamos como 0s ciclos de
temperatura graduais atuariam na presenca dos ciclos de claro/escuro.

Diferente dos ciclos de temperatura, a coleta de dados do ciclo de
claro/escuro é tecnicamente mais complexa. Primeiro, porque as oscilacdes de
luminosidade envolvem uma gama de mudancas espectrais ao longo do dia.
Segundo, porque as alteracfes na intensidade podem variar de 0 até 100 mil lux,
dependendo ndo apenas do horario como também das condi¢cdes meteorolédgicas
(céu limpo ou nublado) e do local (area aberta ou sombreada). Assim, empregamos
como referéncia um ciclo de claro/escuro previamente estabelecido para se estudar
a atividade de D. melanogaster sob condi¢cdes mais préximas ao observadas em um
equinécio (Rieger et al., 2007, Yoshii et al., 2009). Neste regime, estabelece-se um
padrdo de claro/escuro com 12 horas de luz (maxima de 1000 lux), sendo 1,5h de
subida e descida de luz simulando o amanhecer e o crepusculo, mais 12 horas de

escuro (0 lux).

Assim, uma vez estabelecido o perfil de oscilacdo de luz e temperatura
diarias, pudemos avaliar como os ciclos de temperatura graduais atuariam na
presenca dos ciclos de claro/escuro. Para isso, expusemos 0s mosquitos aos ciclos
de claro/escuro e temperatura em sua fase natural durante 6 dias. No 7° dia,
atrasamos o inicio do ciclo de temperatura em 12 horas, fazendo com que os ciclos

de claro/escuro e de temperatura ocorressem em fases opostas.

Observamos em ciclos de claro/escuro e temperatura em sua fase natural
uma intensa atividade que se inicia no meio do dia e progressivamente aumenta até
atingir o seu auge no ZT 12 (figura 4.4). Apos o apagar das luzes, a atividade decai
e se mantém baixa ao longo da noite. Observamos ainda que esses mosquitos

apresentam um forte pico E e um quase imperceptivel pico M (figura 4.4, linha
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verde). Nossos resultados sugerem que isto estaria acontecendo devido as

diferentes temperaturas a que cada pico é exposto em um ciclo gradual.
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Figura 4.4: Atividade média em ciclos de claro/escuro e temperatura
graduais. Os mosquitos foram expostos aos ciclos em fase (n=44, linha
verde) ou fora de fase (n=44, linha laranja). As setas destacam o pico M e 0
pico E. O perfil médio plotado nos graficos foi formado pela atividade média
do 3°, 4° e 5° dias antes do shift (ciclos em fase) ou 3°, 4° e 5° dias ap6s o
shift (ciclos fora de fase).

Essa sugestdo é reforcada ao colocarmos os ciclos de temperatura em uma
fase oposta (deslocamento de 12h). Em tal condicdo conflitante vemos que os
mosquitos mantém o seu padrédo diurno, confirmando a importancia dos ciclos de
claro/escuro para a sua sincronizacdo, mas apresentam um aumento do pico M e
um decréscimo do pico E (figura 4.4) se comparado ao ciclo em fase. Além disso,
observamos que o pico E parece sofrer o que chamamos em cronobiologia de
desacoplamento. Isso €, ele se divide, nesse caso em dois picos. Um pico
permanece no ZT12 e outro se desloca até o ZT8,5 (figura 4.4, tabela 4.1 pag.52).
Isso faz com que o onset do pico E, ou seja, 0 horario que esse pico inicia, seja
antecipado (figura 4.4, tabela 4.2), enquanto o offset, ou o horario que o pico

termina, permaneca inalterado (figura 4.4, tabela 4.3 pag. 52).
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Para melhor compreendermos essa antecipagéo, acompanhamos o onset do
pico E ao longo de todo o experimento. Durante os dias que 0s mosquitos estéo
expostos aos ciclos em fase, o onset do pico E ocorre por volta do ZT8. Apés
deslocarmos os ciclos de temperatura, a fase do onset muda para o ZT6 (figura 4.5,
tabela 4.2). Essa alterac&o, no entanto, ndo ocorre de forma repentina. Observamos
uma antecipacao progressiva, completada apdés o quarto dia; sugerindo que o
desacoplamento observado no pico E ndo seja o resultado de um mascaramento e

sim de um efeito direto no reldgio circadiano (figura 4.5 A e B).
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Figura 4.5: Actograma da atividade em ciclos de claro/escuro e temperatura
graduais. (A) Actogramas duplamente plotados exibindo a média de atividade no
experimento com ciclos de claro/escuro e temperatura graduais (n=44). Primeiramente
0s mosquitos foram expostos aos ciclos de claro/escuro e de temperatura em fase
durante 6 dias. Em seguida, deslocamos a fase dos ciclos de temperatura com um shift
de 12 horas a 20°C e mantivemos 0S mosquitos neste novo regime por mais 7 dias. (B)
Média do deslocamento individual do onset do pico E (verde). A linha horizontal marca o
dia do shift de temperatura.
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4.4 — Expressao de genes do reldgio circadiano

Diante da evidente influéncia dos ciclos de temperatura para a amplitude e
ajuste de fase dos picos de atividade, aliado ao possivel recrutamento do relégio
circadiano para essa atuacdo, nos perguntamos se os efeitos observados seriam o
resultado de uma interferéncia direta em genes que compdem o relégio. Assim,
comparamos a expressao de period, timeless, cryptochrome2, cycle, vrille e Par-
domain-protein-1 na cabeca de mosquitos expostos aos ciclos de claro/escuro e

temperatura em fase ou fora de fase.

Quando submetidos aos ciclos em fase, per apresenta um pico de expressao
no ZT17 e o mesmo pico, porém com uma expressao bastante reduzida em ciclos
fora de fase. Essa reducdo de expressdo também foi constatada em outros genes.
Observamos que cry2, com seu padrdo bimodal caracteristico e picos em ZT1 e
ZT15, mostrou similar redugcéo em sua amplitude. O mesmo acontece com tim, que
apresenta um pico em ZT13 nos ciclos em fase, mas reduz a expresséo a ponto de
perder sua ritmicidade em ciclos fora de fase (figura 4.6).

Interessantemente, com cyc, vri e Pdpl parece ndo ocorrer uma reducdo de
amplitude e sim uma antecipacdo da expressao quando os ciclos estdo em fases
opostas. O pico da expressao de cyc, que ocorre no ZT5 em ciclos em fase, se
desloca para o ZT1. O gene vri, que apresenta um pico disperso entre o ZT9 e ZT17
sob os ciclos em fase, passa a concentrar sua expressao no ZT9. Quanto a Pdpl,
observamos que o pico desse gene, encontrado em ZT17 sob ciclos em fase, se

antecipa até o ZT13 em ciclos fora de fase (figura 4.6).

Em sintese, nossa analise comparativa revelou alteracfes de expressao em
todos os genes de relégio observados em ciclos em fase e fora de fase. Isto seria
mais um indicativo que os efeitos ocasionados pelos ciclos de temperatura graduais
sobre os picos de atividade do mosquito Ae. aegypti envolve o recrutamento do

reldgio circadiano.
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Figura 4.6: Andlise da expressdo de genes do relégio circadiano, na cabeca de Ae.
aegypti. Observa-se a expressao em ciclos de claro/escuro e temperatura graduais em fase
(linha verde) ou fora de fase (linha laranja). Os graficos mostram a expresséao de per (period),
cry2 (cryptochrome?2), tim (timeless), cyc (cycle), vri (vrille) e Pdpl (Par-domain-protein-1).
Utilizamos trés replicatas, com um pool de 10 individuos cada (ver metodologia). Os pontos
representam o desvio padréo.
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4.5 — O papel de nocte para a sincronizagao por ciclos de

temperatura

Uma vez que os ciclos de temperatura graduais sincronizam o relégio
circadiano de Ae. aegypti, nos perguntamos como a informacao passada por esse
indicador ambiental seria encaminhada para o cerne do reldgio desses vetores. Um
candidato para isso é nocte, ja que, como citado anteriormente, esse gene seria
fundamental para a sincronizagéao pelos ciclos de temperatura e funcionalidade dos
orgdos cordotonais em D. melanogaster (Sehadova et al. 2009). Assim, come¢amos
a investigar o papel de nocte em Ae. aegypti, utilizando como estratégia a técnica de
RNA de interferéncia. Injetamos o RNA dupla-fita de nocte no térax de fémeas
adultas, a fim de observarmos as implicacdes do silenciamento desse gene sobre a

sincronizagao pelos ciclos de temperatura.

Para confirmarmos a reducdo da expressao de nocte nos mosquitos injetados
com o dsRNA, tivemos o cuidado de previamente analisar o perfil de expressao
desse gene em mosquitos nao injetados. Observando que nocte é um gene que nao
tem expressao ciclica (figura 4.7 A), comparamos sua expressao em mosquitos
injetados com o dsRNA de nocte ou do gene controle LacZ no ZT5 do 2° e 4° dia
apos a injecao. Assim, confirmamos a reducdo na expressdo de nocte tanto na

cabeca, quanto no corpo de mosquitos injetados com o seu dsRNA (figura 4.7 B).

Considerando que as influéncias mais evidentes dos ciclos de temperatura
graduais ocorrem sobre a amplitude dos picos de atividade e o onset do pico E,
esperavamos que se nocte contribuisse para a sincronizacdo pelos ciclos de
temperatura, 0s mosquitos silenciados para esse gene teriam prejuizos na amplitude
de sua atividade e na antecipacdo do onset de seu pico E em ciclos fora de fase. A
comparacao entre os mosquitos injetados com o dsRNA de nocte ou de LacZ,

confirmam essas expectativas.
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Figura 4.7: Silenciamento de nocte (A) Andlise da expressdo de nocte na cabega e no
corpo de mosquitos ndo injetados submetidos aos ciclos em fase. Utilizamos trés replicatas,
com um pool de 10 individuos cada (ver metodologia). Os pontos representam o desvio
padrdo. (B) Expressdo de nocte na cabeca e no corpo de mosquitos injetados com RNA
dupla-fita de LacZ e o RNA dupla-fita de nocte. Os mosquitos injetados foram submetidos
aos ciclos em fase e coletamos um pool de 10 individuos no ZT5 do 2° e 4° dia apds a
injecao (ver metodologia).
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Observamos que em ciclos fora de fase, o offset do pico E nos mosquitos
silenciados para nocte permanece idéntico ao offset do grupo controle ou ao offset
dos mosquitos ndo injetados em ciclos em fase e fora de fase (figura 4.8, figura 4.9
C, tabela 4.3). O mesmo acontece com os dois picos originados do desacoplamento
do pico E. Nao encontramos qualquer diferenca na fase desses picos entre 0s
mosquitos silenciados para nocte e os demais grupos experimentais (figura 4.8,
figura 4.9 A, tabela 4.1). No entanto, assim como esperado, observamos que 0s
mosquitos silenciados para nocte apresentam uma forte reducdo da amplitude de
sua atividade e um padréo de onset do pico E intermediario, que néo se diferencia
do onset em ciclos em fase, nem do onset em ciclos fora de fase (figura 4.8, figura
4.9 B, tabela 4.2). Assim, consideramos que nocte possa ter um importante papel

para a sincronizacgdo pelos ciclos de temperatura em Ae. aegypti.
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Figura 4.8: Atividade de mosquitos injetados com dsRNA. Atividade média de
mosquitos injetados com o RNA dupla-fita de nocte (n=20, linha vermelha) ou de LacZ
(n=22, linha azul) submetidos a ciclos de claro/escuro e temperatura fora de fase. O
perfil médio plotado nos gréaficos foi formado pela atividade média do 3°, 4° e 5° dias em
ciclos fora de fase.
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Figura 4.9: Analise do onset, offset e picos. (A) Andlise individual da fase do pico E
em ciclos de claro/escuro e temperatura em fase ou do desacoplamento desse pico (E1
e E2) em ciclos fora de fase. (B) Analise individual do onset do pico E em ciclos em fase
ou fora de fase. (C) Analise individual do offset do pico E em ciclos em fase ou fora de
fase. (A, B e C) Os diferentes grupos experimentais sdo separados por cores.
Destacamos 0s mosquitos integros (ndo injetados, NI) expostos aos ciclos em fase, por
circulos verdes ou submetidos aos ciclos fora de fase por circulos laranjas. Os mosquitos
injetados com o dsRNA de nocte ou de LacZ e expostos aos ciclos fora de fase séo
representados por circulos azuis e vermelhos, respectivamente. *** = P < 0.001 segundo

o Teste Kruskal-Wallis. NS = n&o significativo.




Tabela 4.1: Pico E (ciclos em fase), Picos E1 e E2 (ciclos fora de fase)

Pico E - NI | Pico E1-NI | Pico E2-NI | Pico E1-dslLacZ | Pico E2 -dslacZ | Pico E1-dsnocte | Pico E2 - dsnocte
Média 1206+078| 841+£117 11,78 £1.2 8.7 +151 12,23+ 0,9 9,05 +1,48 124 +1.41
Pico E - NI
Pico E1 - NI P 0,001
Pico E2 - NI NS P < 0,001
Analise estatistica |Pico E1 - dsLacZ P =0,001 NS P < 0,001
Pico E2 - dsLacZ NS P < 0,001 NS P 0,001
Pico E1 -dsnocte | P <0001 MS P < 0,001 NS P = 0,001
Pico E2 - dsnocte NS P =0,001 NS P <0,001 NS P < 0,001

NI: Mosquitos integros (ndo injetados)
dsLacZ: Mosquitos injetados com o RNA dupla-fita de LacZ
dsLacZ: Mosquitos injetados com o RNA dupla-fita de nocte

Método estatistico:

Teste Kruskal-Wallis

NS: néo significativo

Tabela 4.2: Onset do pico E

NI {ciclos em fase)}

NI {ciclos fora de fase)

dsLacZ (ciclos fora de fase)

dsnocte (ciclos fora de fase)

Média 799 + 142 6,06+ 1,15 6,23 + 1,02 6,98 t+ 1,66
NI {ciclos em fase)
Andlise estatistica |NI {ciclos fora de fase) P =000
dsLacZ (ciclos fora de fase) P =0001 NS
dsnocte (ciclos fora de fase) NS NS NS

NI: Mosquitos integros (n&o injetados)
dsLacZ: Mosquitos injetados com o RNA dupla-fita de LacZ
dsLacZ: Mosquitos injetados com o RNA dupla-fita de nocte
Método estatistico: Teste Kruskal-Wallis

NS: néo significativo

Tabela 4.3: Offset do pico E

NI {ciclos em fase)

NI {ciclos fora de fase)

dslacf (ciclos fora de fase)

dsnocre (ciclos fora de fase)

Média 14,16+ 1,48 13,63+ 1,43 13,61+ 1,12 13,90+ 1,72
NI {ciclos em fase)
Analise estatistica |NI (ciclos fora de fase) NS
dsLacZ (ciclos fora de fase) M5 NS
dsnocte (ciclos fora de fase) NS M5 NS

NI: Mosquitos integros (néo injetados)
dsLacZ: Mosquitos injetados com o RNA dupla-fita de LacZ
dsLacZ: Mosquitos injetados com o RNA dupla-fita de nocte
Método estatistico: Teste Kruskal-Wallis
NS: néo significativo
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5 — DISCUSSAO

Diversos estudos vém se preocupando em entender como a temperatura
ambiental pode influenciar os ritmos de atividade de mosquitos vetores. A grande
maioria dessas investigacbes sao feitas no campo, onde se estabelece uma
correlacdo entre as taxas de captura e a atividade em um determinado horario. Em
um dos primeiros estudos sobre o tema, Bidlingmayer (1967) observou que a
maioria das espécies de mosquitos coletadas em suas armadilhas na Florida
apresentavam maior atividade durante o crepusculo do que pelo amanhecer e
atribuiu esse fato as baixas temperaturas encontradas na localidade durante a

manha.

Para investigar melhor esse efeito, Bidlingmayer (1974, 1985) comparou o
nivel de captura do mosquito Culex nigripalpus durante o amanhecer e crepusculo
em dias com diferentes temperaturas. Ele observou que quando as temperaturas
matinais eram baixas (entre 20 e 12°C) para cada 1°C a menos havia uma
diminuicdo entre 12-14% na taxa de captura. Corbet (1965a) sugere que a
ocorréncia do padrdo bimodal de atividade é mais frequente em regides tropicais,
possivelmente porque as temperaturas matinais sdo mais altas proximo a linha do

equador.

Embora os estudos no campo contribuiram muito para o nosso entendimento
atual, essa abordagem apresenta algumas limitacdes. Entre elas, destaca-se o fato
de que a densidade populacional pode afetar consideravelmente a real interpretacéo
dos dados. Um exemplo para isso também advém no classico trabalho de
Bidlingmayer (1967). Inicialmente Bidlingmayer observou que a espécie Culex
nigripalpus apresentava uma correlacdo positiva entre a atividade e o aumento de
temperatura, enquanto a espécie Coquillettidia perturbans possuia uma correlacédo
negativa entre esses fatores. No entanto, em uma segunda analise constatou-se que
por Culex nigripalpus possuir maior abundancia populacional no verdo, quando as
temperaturas sédo elevadas, e Coquillettidia perturbans no outono e primavera,
guando as temperaturas sdo mais baixas, essas correlagbes ocorriam unicamente

devido as altera¢des sazonais no tamanho da populacéo.

Além da densidade populacional, a abordagem no campo esbarra em outras

complicagbes, como o fato de que a curva de atividade obtida para uma populagéo
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pode camuflar varia¢des individuais ou a impossibilidade de se estudar isoladamente
a influéncia dos ciclos de temperatura sobre o comportamento, assim como 0S

mecanismos moleculares que regem o funcionamento desse indicador ambiental.

A fim de amenizar essas probleméticas, em um estudo recente Nnosso grupo
investigou em condicbes controladas de laboratério a influéncia de ciclos de
temperatura com transicdes abruptas (retangulares) para duas espécies: o0 mosquito
diurno Aedes aegypti e o noturno Culex quinquefasciatus. Foi constatado que
mesmo na auséncia dos ciclos de claro/escuro, os ciclos de temperatura seriam
capazes de promover ritmos na atividade locomotora e na expressado de genes do
relogio circadiano dessas espécies (Rivas, 2010). Além disso, sugerimos que 0s
ciclos de temperatura sejam mais importantes para Ae. aegypti do que para Cx.
quinquefasciatus, uma vez que em ciclos de claro/escuro e temperatura fora de fase
Ae. aegypti distribui a sua atividade entre a fase clara-fria e a fase escura-quente,
enquanto a atividade de Cx. quinquefasciatus permanece concentrada na fase

escura-quente (Rivas, 2010).

Embora tenhamos dado um passo importante para a compreensdao da
influéncia dos ciclos de temperatura, a utlizacdo de ciclos retangulares em
laboratério poderia ocultar um dos papeis mais importantes dos ciclos de
temperatura no campo: a influéncia da minima e maxima temperatura sobre 0s picos
de atividade matinal e vespertino. Além disso, em D. melanogaster; evidéncias
recentes demostram que a atividade dessa espécie assume um perfil diferente em
ciclos de temperatura retangulares comparado a ciclos de temperatura graduais com
variagfes mais proximas ao natural (Yoshii et al., 2009).

Assim, procuramos padronizar para uso em laboratério um regime
seminatural que fosse o0 mais proximo possivel das variacdes diarias de temperatura
ao longo de um dia no Rio de Janeiro (figura 4.1). Escolnemos como modelo o
mosquito Aedes aegypti, devido a grande importancia epidemioldgica desses
vetores e a influéncia dos ciclos de temperatura para a modulacao de sua atividade.
Nossa analise revelou que os ciclos temperatura graduais que produzimos é tao
eficiente para sincronizar e arrastar a atividade de Ae. aegypti quanto os ja
conhecidos ciclos retangulares, com a vantagem de n&o produzir artefatos

experimentais apds as mudancas abruptas de temperatura (figura 4.2, figura 4.3).
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Com relacdo aos picos de atividade, diferentemente do que ocorre em D.
melanogaster (Yoshii et al., 2009, Bywalez et al., 2012), ndo observamos qualquer
indicio do pico matinal em mosquitos submetidos a ciclos de temperatura graduais
ou retangulares (figura 4.2). Levando em consideracdo que o pico M néao é
controlado pelo reldgio em Ae. aegypti, mas estéa presente em ciclos de claro/escuro
retangulares (Taylor & Jones, 1969; Jones, 1981; Gentile et. al, 2009), é provavel
que os ciclos de temperatura ndo consigam promover o mascaramento do pico

matinal na auséncia dos ciclos de claro/escuro.

Ainda no que diz respeito aos picos de atividade, observamos que o pico E
ocorre em um horario diferente em ciclos de temperatura graduais com relacado aos
ciclos de temperatura retangulares (figura 4.2). Se compararmos a fase que esse
pico assume em ciclos de claro/escuro (ZT12) (Gentile et al.,, 2009), podemos
constatar uma antecipacdo maior em ciclos de temperatura retangulares (ZT6) do
gue em ciclos de temperatura graduais (ZT8). Considerando que o pico vespertino
estd sob o controle circadiano, é bastante provavel que os ciclos claro/escuro e
temperatura graduais promovam a sincronizagdo do reldgio com maior sinergia do

que ciclos de claro/escuro e temperatura retangulares.

Para melhor entender como os ciclos de temperatura graduais atuam na
presenca dos ciclos de claro/escuro, expusemos 0S mosquitos a esses indicadores
ambientais simultaneamente. Observamos que nessas condi¢des 0 pico E passa a
se concentrar no ZT12 (figura 4.4), o mesmo horario que esse pico ocorre em ciclos
de claro/escuro (Gentile et al, 2009), demostrando a importancia dos ciclos de
claro/escuro para o ajuste de fase do pico vespertino. Constatamos também que o
pico M exibe uma baixa amplitude no regime que simulamos, sugerindo que
temperaturas de 20°C encontradas nos equinécios no comeco da manha poderiam

inibir o pico matinal.

Os ciclos de temperatura graduais que produzimos representam variacdes
meédias encontradas durante o ano no Rio de Janeiro. Mas no inverno a temperatura
minima pode facilmente cair dos 20°C (figura 5.1 A), enquanto no verdo se mantem
guase sempre acima desses patamares (figura 5.1 B). Assim, é bastante provavel
gue esses mosquitos apresentem um padrédo bimodal de atividade no verdo e um
perfil mais crepuscular no inverno do Rio de Janeiro. Similar ao que especulamos
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para o Rio de Janeiro, Suwannachote (2009), em sua abordagem no campo,
descreve coletar menos mosquitos Ae. aegypti nas manhas de inverno da Tailandia
onde registra-se temperaturas minimas de = 21°C.

1=
i <+
2. ACO 4.ACO 6.ACO ACO ACO 12. ACO 14. ACO 16. ACO 18. ACO 20. ACO 22. ACO 24. ACO 26. AGO 28. AGO
B Data
40
)
Z |20 «—
z
0
=20
2.FE¥Y 4.FEV 6.FEY 8. FEY 10.FEV 12.FEV 14.FEY 16.FEV 18. FEV 20. FEV 22. FEV 24, FEV 26. FEV 28. FEW
Data

Figura 5.1: Temperaturas em um més de inverno e verdo no Rio de Janeiro.
Temperaturas diérias registradas pelo Instituto Nacional de Meteorologia, na estacao
A621, Vila Militar, Rio de Janeiro. (A) Temperaturas diarias em um més de inverno
(agosto de 2013). (B) Temperaturas diarias em um més de verao (fevereiro de 2013). (A-
B) Os gréficos foram retirados do site inmet.gov.br. As setas indicam temperaturas de
20°C.Figura 4.9: Andlise do onset, offset e picos. (A) Andlise individual da fase do
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Para melhor avaliar a influéncia dos ciclos de claro/escuro e temperatura
graduais, nosso préximo passo, foi submeter os mosquitos a esses indicadores em
fases conflitantes. Nessas condigdes vemos um aumento do pico matinal e a
diminuicdo do pico vespertino quando comparado aos ciclos graduais em fase
(figura 4.4), o que reforca a influéncia dos ciclos de temperatura para a amplitude
dos picos de atividade. Mas ndo observamos uma distribuicdo da atividade entre a
fase clara e a fase escura em ciclos graduais conflitantes, como Rivas (2010) havia

descrito em ciclos retangulares conflitantes.

Curiosamente, em sua analise Rivas utliza exatamente as mesmas
temperaturas maximas (30°C) e minimas (20°C) que empregamos em nosso estudo.
E provavel que Ae. aegypti, sendo uma espécie diurna, tenha preferéncia por
concentrar sua atividade na fase clara. Mas nesse regime retangular conflitante,
durante toda a fase clara os mosquitos estdo expostos a 20°C, temperatura que
descrevemos inibir a atividade de Ae. aegypti. Assim, € possivel que em ciclos
retangulares conflitantes Ae. aegypti seja parcialmente ativo a noite como uma

“fuga” das baixas temperaturas encontradas durante o dia.

Por outro lado, quando os mosquitos estdo em ciclos graduais conflitantes a
temperatura minima (20°C) que inibiria a sua atividade ndo acontece durante uma
fase e sim durante um momento: o ZT12, onde o pico vespertino ocorre (figura 4.4).
Coincidentemente, em ciclos graduais conflitantes, a atividade ndo se divide entre
fases (clara ou escura), mas o que se divide é o pico vespertino. O pico E sofre o
gue chamamos em cronobiologia de desacoplamento, dando origem a um pico que

permanece na mesma fase e a outro que se antecipa (figura 4.4).

Uma vez que o pico vespertino € aquele que esta sob o controle do reldgio,
investigamos se as alteracfes comportamentais refletiriam alteracées em genes que
compdem o relégio na cabeca de Ae. aegypti. Observamos que em ciclos de
claro/escuro e temperatura graduais em fase todos os genes analisados (per, tim,
cry2, cyc, vri e Pdpl) (figura 4.6) apresentaram um padrdo de expressao muito
semelhante ao descrito por Gentile e colaboradores (2009) em ciclos de

claro/escuro.

Quando colocamos esses mosquitos em ciclos graduais conflitantes, vimos
que os genes da primeira alca (per, tim e cry2) apresentam uma redugédo de
expressdo, engquanto os genes da segunda alca (cyc!, vri e Pdpl) sofrem uma

57



antecipacdo se comparado aos ciclos em fase (figura 4.6). Em Drosophila
melanogaster, as alcas regulatérias do reldgio circadiano podem ter diferentes
fungbes. Os componentes da primeira alga PER-TIM, ao interagir com CLK-CYC,
tém a capacidade de inibir a expressao de vri, Pdpl e E75 (Zheng et al., 2009;
Cyran et al., 2003; Kumar et al., 2014). Por outro lado, a segunda alca parece nao
intervir diretamente na regulacdo da primeira. Kim e colaboradores (2002)
demonstram isso ao colocar um promotor de per ou tim no gene CIk. A inversdo de

fase na expresséo de Clk pouco interfere na expresséao dos genes da primeira alga.

No entanto, diversos estudos de microarranjo vém demostranto que grande
parte dos RNAs ritmicos da cabeca de Drosophila melanogaster apresentam uma
fase de expresséo similar a Clk (Ceriani et al., 2002; Claridge-Chang et al., 2001,
Keegan et al., 2007; Lin et al.,, 2002b; McDonald and Rosbash, 2001; Ueda et al.,
2002; Wijnen et al., 2006). Além disso, o silenciamento ou 0 aumento na expressao
de Pdpl suprimem os ritmos comportamentais (Benito et al., 2007; Zheng et al.,
2009).

Essas evidéncias sugerem que enquanto a primeira alca esta principalmente
envolvida na regulacdo do reldgio circadiano, a segunda alca funcionaria como um
link entre o relégio e os genes de output, responsaveis pelos mais variados
processos ritmicos em Drosophila melanogaster. Sendo assim, em um modelo
meramente especulativo para Ae. aegypti, talvez a baixa expressao dos repressores
per, tim e cry2 leve a expressao antecipada de vri, Pdp e cyc, e por conseguinte a

antecipacao observada ao nivel comportamental em ciclos conflitantes.

Diante da evidente importancia dos ciclos de temperatura para a
sincronizac@o do reldgio circadiano e dos ritmos de atividade do vetor Ae. aegypti,
investigamos que estrutura seria capaz de interpretar a informacdo passada por
esse indicador ambiental. Em D. melanogaster, a sincroniza¢do pelos ciclos de
temperatura se inicia nos neurénios periféricos, através dos érgaos cordotonais.
Essas estruturas seriam capazes de interpretar os ciclos de temperatura e transmitir

a informacao até o marcapasso central no cérebro (Sehadova et al., 2009).

1 — Diferente de D. melanogaster, em Ae. aegypti cyc apresenta uma expressao ciclica,
uma fase semelhante a Clk, além de aparentemente possuir sitios V/P-boxes em sua
regido promotora (Gentile et al., 2009; Rivas, comunicagdo pessoal). Assim,

consideramos gque esse gene faca parte da segunda alca.



Sabendo que 0 gene nocte causa prejuizos ao funcionamento dos érgdos
cordotonais e a sincronizacao pelos ciclos de temperatura, promovemos knockdown
por RNA de interferéncia desse gene no mosquito Ae. aegypti. A reducdo na
expressédo de nocte parece ser bastante semelhante ao alcancado por Gentile e
colaboradores (2013b) utilizando a mesma metodologia para o gene timeless.
Similar ao descrito por esse grupo, observamos no quarto dia apés a injecao do
dsRNA, uma reducdo na expressdo de nocte para cerca de 40% no corpo e um

silenciamento ainda mais pronunciado na cabeca de Ae. aegypti (Figura 4.7).

Quando submetemos 0s mosquitos silenciados para nocte aos ciclos fora de
fase, observamos que o offset assim como os picos originados do desacoplamento
do pico E permanecem idénticos ao dos mosquitos injetados com dsRNA de LacZ
ou nao injetados (figura 4.8, figura 4.9 A e C). Por outro lado, os mosquitos
silenciados para nocte apresentaram uma menor amplitude de atividade e um
padrdo de onset intermediario, entre o onset encontrado em ciclos em fase e aquele

observado em ciclos conflitantes (figura 4.8, figura 4.9 B, anexo 1).

Visto que em D. melanogaster a sincronizagao pelos ciclos de temperatura se
inicia nos tecidos periféricos, é possivel que nos mosquitos injetados com o dsRNA
de nocte; a pouca, porém existente, expressdo desse gene no corpo seja suficiente
para promover diferentes respostas individuais. Enquanto alguns individuos
conseguiriam responder normalmente, antecipando o seu onset quando deslocamos
a fase dos ciclos de temperatura (ciclos conflitantes); para outros, a reducdo na

expressao de nocte prejudicaria essa antecipacao.

Uma vez que as influéncias mais evidentes dos ciclos de temperatura
graduais ocorrem sobre a amplitude dos picos de atividade e o onset do pico E, o
fato dos mosquitos silenciados para nocte apresentarem prejuizo justamente nesses
parametros nos indica a influéncia de nocte para a sincronizacdo pelos ciclos de
temperatura em Ae. aegypti. Como em D. melanogaster nocte esta ligado ao
funcionamento dos 6rgados cordotonais, € provavel que tais estruturas atuem na

sincronizagao pelos ciclos de temperatura nesses importantes vetores.
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6 — CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

e Conseguimos estabelecer em laboratério um ciclo de temperatura
gradual capaz de sincronizar a atividade de Ae. aegypti de forma
similar ao que ocorre na natureza. Como em nossas analises
utilizamos as afericbes do Rio de Janeiro, acreditamos que futuros
estudos empregando o mesmo protocolo para diferentes regibes e
épocas do ano poderdo vir a contribuir bastante para o entendimento
da influéncia dos ciclos de temperatura sobre essa espécie.

e A analise dos ciclos graduais em fase ou fora de fase nos permite
supor que os ciclos de claro/escuro atuem fixando o horario dos picos e
limitando a fase clara como a faixa em que a atividade deve
preferencialmente ocorrer. Por outro lado os ciclos de temperatura
graduais parecem interferir diretamente na amplitude dos picos de
atividade e na fase do pico vespertino. Sendo assim, provavelmente
esses indicadores atuem em sinergia na natureza para promover a

completa sincronizacao da atividade de Ae. aegypti.

e Considerando que a nossa analise se limitou a observar dois regimes
onde a diferenca de fase era de zero (ciclos em fase) ou de doze horas
(ciclos conflitantes), futuros estudos em regimes com diferenca de
fases maiores ou menores, como proposto por Pittendrigh & Bruce
(1959) e Oda & Friesen (2011), poderdo ajudar a responder se existe

em Ae. aegypti uma hierarguia entre esses indicadores ambientais.

e Nossos resultados sugerem que as alteragbes observadas ao nivel
comportamental em ciclos conflitantes sejam em grande parte o reflexo
de alteracbes no reldgio circadiano. Acreditamos que enquanto 0s
genes da primeira alga (per, tim e cry2) diminuem a amplitude de sua
expressado, os genes da segunda al¢a (cyc, vri e Pdpl) sofreriam uma

antecipacao em ciclos fora de fase.

e A0 expor 0o mosquito Ae. aegypti aos ciclos de claro/escuro e

temperatura em fase ou fora de fase, pudemos constatar que regimes
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com a mesma temperatura meédia (25°C) produziram efeitos
completamente diferente sobre os ritmos de atividade e expressao
circadiana. Isso nos sugere que a minima e maxima temperaturas
encontradas durante o amanhecer e o0 crepusculo sejam mais
importantes para a nivel de atividade do vetor Ae. aegypti do que as

médias diarias.

Uma vez que o relogio circadiano controla ndo apenas os ritmos de
atividade em Ae. aegypti, como também o crescimento, imunidade,
resposta a inseticidas etc (Ptitsyn et al., 2011; Leming et al, 2014), é
possivel que investigacdes utilizando os ciclos de temperatura graduais
gue propomos garanta efeitos sobre a fisiologia e o desenvolvimento
mais proximo ao encontrado na natureza do que as tradicionalmente
utilizadas, temperaturas constantes (Consoli & Lourenco-de-Oliveira,
1994; Chan & Johansson, 2012; Polson et al.,, 2012; Lourengo-de-
Oliveira et al., 2013).

Por fim, demos um importante passo para a elucidacdo de como os
ciclos de temperatura sincronizam o relégio circadiano. Uma vez que
0S mosquitos silenciados para um gene que participa do funcionamento
dos 6rgdos cordotonais (nocte) tiveram prejuizos na sincronizacao
pelos ciclos de temperatura, € bastante provavel que tais estruturais
desempenhem esse papel. Futuros estudos poderdo investigar nos
mosquitos silenciados para nocte os possiveis defeitos estruturais
gerados nos 6rgaos cordotonais e o efeito da diminuicdo de expressao

desse gene sobre o reldgio circadiano.
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Anexo 1: Esquema representando os picos de atividade, o onset e o offset do pico E.
(A) Atividade de um individuo em ciclos de claro/escuro e temperatura graduais em fase. (B)
Atividade de um individuo em ciclos de claro/escuro e temperatura graduais fora de fase.
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