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RESUMO  

 

  Todo organismo presente na Terra está sujeito a alterações de luz e temperatura, devido 

aos movimentos de rotação do planeta, e exibe comportamentos diurnos ou noturnos em 

resposta a estas variações cíclicas. Dessa forma, os “ritmos circadianos” são regulados por um 

relógio endógeno que influencia processos como atividade locomotora e oviposição nos insetos, 

cujos principais genes já foram descritos em Drosophila melanogaster. Neste organismo, os 

diferentes ritmos circadianos são regulados em nível molecular pela interação dos chamados 

genes de relógio, como period (per), timeless (tim), cycle (cyc) e Clock (Clk). Já foi observado 

nesse modelo que os genes de relógio são expressos desde a embriogênese até a fase adulta, 

envolvidos em mecanismos como desenvolvimento e comportamento. Em Aedes aegypti, ainda 

não se tem conhecimento acerca da expressão dos genes de relógio durante eventos como a 

embriogênese. Portanto, o objetivo deste estudo foi analisar o padrão de expressão de period, 

um dos genes centrais do relógio em Ae. aegypti, nos diferentes momentos de 5, 12 e 24h do 

desenvolvimento embrionário. Os ovos de Ae. aegypti da linhagem Rockefeller foram mantidos 

em condições padrão de laboratório, com ciclos de LD 12:12h (12h de claro e 12h de escuro, 

light/dark) a 25 ºC, com ração para larvas e alimentação ad libitum de sacarose 10% para 

adultos. Fêmeas com cerca de cinco dias de vida e inseminadas foram alimentadas com cobaio 

anestesiado e três dias depois submetidas à postura sincronizada a 28º C no escuro por 1 hora, 

para obtenção dos ovos de mesma idade. Após isto, foi realizado o protocolo de remoção dos 

envoltórios e fixação dos embriões de Ae. aegypti nos tempos de 5, 12 e 24 HAOs de 

desenvolvimento, para posteriores ensaios de hibridização in situ. Através dos resultados 

obtidos, pode-se observar uma boa remoção dos envoltórios dos ovos de 5 e 24 HAOs pelo 

protocolo, devido a ajustes como a otimização do tempo de exposição ao hipoclorito de sódio 

(NaClO). Porém, em embriões de 12 HAOs, mesmo com diferentes tentativas dos protocolos de 

remoção dos envoltórios, variadas concentrações e tempos de exposição ao NaClO, não foi 

possível a retirada dos envoltórios de forma satisfatória, e consequentemente não se obteve 

sucesso na hibridização in situ para period. Já para a hibridização in situ das demais idades, não 

observamos marcação para period, o que corrobora os resultados preliminares de RT-qPCR do 

nosso grupo. Desta forma, foi possível estabelecer um protocolo de remoção dos envoltórios dos 

embriões de Aedes aegypti, porém futuros estudos são necessários para aperfeiçoar esta 

técnica, a fim de elucidar o perfil de expressão de period, por hibridização in situ, ao longo da 

embriogênese, bem como dos demais genes de relógio em Ae. aegypti. 

 

Palavras-chave: Genes de relógio; Aedes aegypti; period; embriogênese. 
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ABSTRACT  

 

  Every organism present on Earth is subject to changes in light and temperature, due to 

the rotational movements of the planet, and exhibit daytime or nighttime behavior in response to 

these cyclical variations. Thus, the "circadian rhythms" are regulated by an endogenous clock 

that influences processes such as locomotor activity and oviposition in the insects, whose main 

genes have already been described in Drosophila melanogaster. In this organism, the different 

circadian rhythms are regulated at the molecular level by the interaction of the clock genes like 

period (per), timeless (tim), cycle (cyc) and Clock (Clk). It has already been observed in this model 

that the clock genes are expressed from embryogenesis to adulthood, involved in mechanisms 

such as development and behavior. In Aedes aegypti, however, it is not known yet about the 

expression of the clock genes during events such as embryogenesis. Therefore, the objective of 

this study was to analyze the expression pattern of period, one of the central genes of the clock 

in Ae. aegypti, at different times of 5, 12 and 24h of embryonic development. The eggs of Ae. 

aegypti from the Rockefeller lineage were maintained under standard laboratory conditions, with 

cycles of LD 12: 12h (12h light and 12h dark, light / dark) at 25 ºC, with ration for larvae and ad 

libitum feed of 10% sucrose for adults. Females about five days old and inseminated were fed an 

anesthetized guinea pig and three days later submitted to synchronized posture 28 ºC in the dark 

for 1 hour to obtain the eggs. After this, the protocol of removal of the wraps and fixation of the 

embryos of Ae. aegypti at the times of 5, 12 and 24 development HAEs for further in situ 

hybridization assays. By the results obtained, a good removal of the egg shells of 5 and 24 HAEs 

by the protocol can be observed, due to adjustments such as the optimization of the exposure 

time to sodium hypochlorite (NaClO). However, in embryos of 12 HAEs, even with different 

attempts of the wrapping removal protocols, varied concentrations and exposure times to NaClO, 

it was not possible to remove the wrappings satisfactorily, and consequently no success was 

achieved in in situ hybridization for period. As for the in situ hybridization of the other ages, we 

did not observe labeling for period, which corroborates the preliminary results of our group's RT-

qPCR. Thus, it was possible to establish a protocol for the removal of the envelope of the Aedes 

aegypti embryos, but future studies are necessary to improve this technique, in order to elucidate 

the period’s expression profile, by in situ hybridization, along the embryogenesis, as well as as 

of the other clock genes in Ae. aegypti. 

 

 
Keywords: Clock genes; Aedes aegypti; period; embryogenesis.
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1- INTRODUÇÃO 

1.1  Classe Insecta  

Os indivíduos pertencentes à Classe Insecta apresentam grande abundância através 

da colonização bem-sucedida dos ambientes e fácil adaptação em diferentes habitats. Este 

sucesso é decorrente da evolução de características adaptativas como o surgimento de asas 

(Grimaldi & Engel, 2005), que permitiram explorar novos ambientes, com o benefício da fuga 

de eventuais predadores e a busca facilitada por fontes alimentares (Ruppert et al., 2005).  

Com a dispersão ao redor do planeta, passaram a ocupar diferentes nichos ecológicos 

e ecossistemas, além de adquirirem importâncias diversas como econômicas, ecológicas e 

em saúde pública (médico-sanitária). A ocorrência de impactos positivos de viés econômico 

pode ser exemplificada pelos agentes polinizadores e produtores de mel (Apis mellifera) e 

pelo controle biológico de pragas (Silva & Brito, 2015; Rocha, 2012). Além destes, agentes 

polinizadores de plantações de cacau e abacate (Ceratopogonidae – Dasyhelea, Forcipomyia 

e Atrichopogon respectivamente) (Soria & Bystrak, 1975; Wirth & Waugh, 1976; De Meillon & 

Wirth, 1979) também se configuram como exemplos de impactos ecológicos positivos dos 

insetos.   

Existem também insetos com relevância econômica de impacto negativo, que podem 

causar prejuízos financeiros em plantações de algodão (Dysdercus peruvianus) (Miranda et 

al., 2015), além das pragas de estocagem de grãos alimentícios, como a farinha (Tribolium 

castaneum) (Leite & Nascimento, 2008).  

Já a importância médico-sanitária se estabelece pela transmissão de agentes 

patogênicos por seus respectivos vetores. Estes agentes podem causar doenças como febre 

amarela urbana (Aedes aegypti) e malária (Anopheles gambiae), onde os vetores possuem 

como característica comum o hábito hematofágico (Consoli & Oliveira, 1994).  

 

1.1.1 O mosquito Aedes aegypti  

Insetos hematófagos pertencentes à Ordem Diptera e Família Culicidae, com exceção 

de alguns gêneros, são transmissores de agentes patogênicos, como a Subfamília Culicinae. 

Esta engloba gêneros como Aedes, do qual podemos citar a espécie Aedes aegypti, que é 

adaptada ao meio urbano e configura-se como importante transmissor de patógenos, já que 

é considerada vetor de arbovírus como DENV, ZIKV e CHIKV (Jupp et al., 1981; Nelson, 1986; 

ConsoIi & Lourenço-de-Oliveira, 1994; Maciel-de-Freitas et al., 2012; Dupont-Rouzeryol et al., 

2012).  

Este mosquito possui metamorfose completa, com ciclo de vida composto pelos 

estágios de ovo, quatro ínstares larvais, pupa e adulto (figura 1). Em condições naturais, tanto 

fêmeas como machos de Ae. aegypti alimentam-se de substâncias açucaradas, como o néctar 
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das plantas. Além disso, as fêmeas também apresentam alimentação sanguínea, mecanismo 

crucial para a maturação dos ovos (Christophers, 1960).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti. Fonte: 

<https://dengue.cecom.unicamp.br/?page_id=215>, acesso em: 02.01.2019. 

 

Uma parte do ciclo de vida pouco estudada é a fase da embriogênese, constituída 

pelos ovos, que representa o desenvolvimento primordial do indivíduo, sendo este estágio o 

foco deste trabalho.  

 

1.2 Embriogênese em artrópodes 

Ao longo do processo de ovogênese, existem fatores como, por exemplo, a forma dos 

ovos de artrópodes, que pode apresentar formato esférico como ovos do carrapato 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, além de exibir um formato alongado observado em ovos 

do barbeiro Rhodnius prolixus, um dos vetores da Doença de Chagas. Estes formatos são 

definidos durante o processo de ovogênese e estão relacionados com os tipos de provimento 

de fonte energética pelos ovários aos ovócitos e o tamanho dos ovos com a duração da 

embriogênese. Os ovários de insetos classificados de acordo com a presença de células 

nutridoras. Ovários panoísticos são aqueles que não possuem células nutridoras, presente 

em grupos filogenéticos de características mais basais. Já o tipo meroístico apresenta células 

nutridoras associadas a cada ovócito e estão presentes em ordens mais derivadas, como 

alguns exemplos de Diptera, da qual podemos citar o mosquito Aedes aegypti (Fonseca et al., 

2012) (figura 2). 
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Durante a embriogênese são formados os eixos ântero-posterior (AP) e dorso-ventral 

(DV), que serão fundamentais para orientação e futuras segmentação e organogênese. Estas 

definições são promovidas por grupos de genes, como os genes maternais, que configuram 

o eixo para o desenvolvimento embrionário e ativam os genes gap, que atuam na delimitação 

espacial, segmentação e polarização. Estes, por sua vez, ativam genes pair-rule, que 

estabelecem limites entre os segmentos e regulam os genes segment polarity, que mantêm a 

delimitação dos segmentos em compartimentos, separadamente (Davis & Patel, 2002; Liu & 

Kaufman, 2005).  

O evento de embriogênese em insetos varia de acordo com o padrão de segmentação 

do plano corporal a partir da banda germinal, região em desenvolvimento que originará o 

embrião. Assim, são estabelecidas categorias para os embriões, como a classificação pela 

banda germinal, que ocorre conforme o espaço ocupado pelo embrião no interior do ovo, na 

região ventral, estando ainda relacionado com o ambiente (celular ou acelular) no qual o 

embrião irá definir sua organização corporal. Desta forma, os embriões são classificados 

como bandas germinais curta ou intermediária, e longa, que variam conforme os números de 

segmentos dentro da zona de formação, bem como conforme o tamanho relativo durante o 

desenvolvimento (Davis & Patel, 2002).  

Os embriões denominados através da banda germinal longa compreendem insetos 

holometábolos, como o mosquito Ae. aegypti e a mosca Drosophila melanogaster. Dentre os 

insetos que apresentam banda germinal curta ou intermediária, destacam-se Rhodnius 

prolixus e Tribolium castaneum (Davis & Patel, 2002; Fonseca et al., 2012; Kimelman & Martin, 

2012) (figura 2).  

Em embriões de banda curta ou média (intermediária), que possuem o tipo de ovário 

panoístico, a banda germinal ocupa uma porção ventro-posterior do ovo, com primeiras 

divisões em ambiente celular. Neste, os segmentos são formados em etapas, sendo 

inicialmente os segmentos da cabeça formados na fase do blastoderma celular, e 

posteriormente, os segmentos do tórax e abdômen se formam sucessivamente, a partir da 

zona de crescimento posterior, por reorganização celular (Davis & Patel, 2002; Fonseca et al., 

2012; Kimelman & Martin, 2012).  

Os segmentos de embriões com esta classificação demandam um período de 

crescimento secundário, interligado a uma especificação dos segmentos posteriores (Davis & 

Patel, 2002; Fonseca et al., 2012; Kimelman & Martin, 2012). A espécie Oncopeltus fasciatus, 

da ordem Hemiptera, apresenta embriões de banda germinal intermediária (Liu & Kaufman, 

2005). Já a Schistocerca gregaria e a Gryllus gryllus apresentam banda germinal muito curta 

(Fonseca et al., 2012) (figura 2). 
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Os embriões de banda longa, que possuem tipo de ovário meroístico, ocupam toda a 

região ventral do ovo. Os segmentos das porções corporais anterior e posterior são 

estabelecidos de forma simultânea, com as primeiras divisões realizadas em ambiente 

acelular. São classificados pelo contexto de utilização de células nutridoras durante o 

processo da ovogênese, apresentando um mecanismo de desenvolvimento filogenetico 

altamente derivado. Estes organismos apresentam embriogênese mais rápida que os insetos 

banda curta (Davis & Patel, 2002; Fonseca et al., 2012; Kimelman & Martin, 2012; Farnesi, 

2014) (figura 2). 

Figura 2: Quadro comparativo entre classificação dos tipos de ovários em fêmeas e banda germinal com 
exemplo de diferentes ordens de artrópodes. Em ovários do tipo meroístico telotrófico, as células nutridoras 
permanecem no germário, enquanto que em ovários do tipo meroístico politrófico, as células nutridoras são 
compartimentalizadas em cada cisto germinal, acompanhando todo o processo de desenvolvimento e 
amadurecimento até a liberação do ovócito e consequente apoptose das células nutridoras e foliculares 
(maternas). Fonte: Adaptado de Fonseca et al. (2012). 

 

1.2.1 Embriogênese no Aedes aegypti  

O Ae. aegypti possui padrão de formação do embrião semelhante ao que  ocorre em 

D. melanogaster (Bate & Arias, 1993) e Anopheles albitarsis (Monnerat et al., 2002). Estudos 

pioneiros mostraram aspectos embrionários de Ae. aegypti, como o desenvolvimento inicial 

do mosquito (Raminani & Cupp, 1975) e a embriologia avançada, pela organogênese 

(Raminani & Cupp, 1978). Posteriormente, foi comprovada a relação entre a temperatura e 

desenvolvimento embrionário, evidenciando que em Ae. aegypti a 25 ºC a embriogênese 

ocorre em 77,4 HAOs [Hora(s) Após Oviposição – em inglês HAE(s) – Hour(s) After 

Eggposition], já a 28 ºC ocorre mais rapidamente em 61,6 HAOs (Farnesi et al., 2009).  

Em Vital et al. (2010), estudo aqui utilizado como base para identificação dos estágios 

embrionários, com embriogênese realizada a 28 ºC (figura 3), foi observada em 0 HAO, logo 

após a postura, ovo destacado do endocórion (figura 3 A). Posteriormente, a fase do 
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blastoderma sincicial, em que células polares, precursoras da linha germinativa, encontram-

se fora do blastoderma (figura 3 B). Em 3 HAOs e 5 HAOs ocorre a formação do blastoderma 

celular, com a região póstero-ventral se destacando do endocórion e dos limites celulares 

(figura 3 C). Também foram sinalizados em 10 HAOs o evento da extensão da banda germinal 

(figura 3 D), em 15 HAOs observa-se o início da retração da banda germinal e lobo cefálico 

evidente (figura 3 E) e em 24 HAOs, a retração da banda germinal com a região cefálica 

segmentada (figura 3 F), até atingir o completo desenvolvimento, por volta de 62 HAOs (figura 

3 I), com nítida segmentação do embrião, evidenciando o aparecimento da cabeça, 

segmentos torácicos e abdominais e sifão respiratório (Vital et al., 2010). 

Figura 3: Estágios de desenvolvimento do embrião de Ae. aegypti a 28ºC. (A) Embrião em 0 HAO após 
postura dos ovos, destacado do endocórion. (B) Embrião de 3 HAOs no estágio de formação do blastoderma 
sincicial, com ampliação evidenciando células polares destacadas do blastoderma. (C) 5 HAOs, na fase de 
blastoderma celular, em que a ampliação demonstra a região póstero-ventral se destacando do endocórion 
e dos limites celulares. (D) Em 10 HAOs, o embrião encontra-se na fase de extensão da banda germinal. (E) 
Em 15 HAOs, o embrião encontra-se no início da retração da banda germinal. (F) Em 24 HAOs, o embrião 
está na fase de retração da banda germinal. (G) Em 31 HAOs, o embrião encontra-se na fase de fechamento 
dorsal, em que y representa a região do vitelo. (H) Em 48 HAOs, o embrião encontra-se no estágio de 
organogênese avançado, com segmentação da larva parcialmente evidente. (I) Em 62 HAOs, o embrião 
encontra-se na fase final da embriogênese, evidenciando o aparecimento da cabeça, os segmentos torácicos 
e abdominais e o sifão respiratório. A cabeça da seta em (E) e (F) demonstra os limites da cutícula serosa, 
destacada do endocórion, com a margem translúcida envolvendo o embrião, e a seta em (E) e (F) representa 
a região de segmentação cefálica do embrião. Escala utilizada: 100 µm. Fonte: Vital et al. (2010). 
 

 
1.2.1.1 Características das cascas dos ovos de Ae. aegypti e etapas 

necessárias para estudo 

Os ovos de Ae. aegypti formam uma rígida e densa camada protéica denominada 

córion (Snodgrass, 1935; Wigglesworth, 1950), dividida em duas subcamadas: o endocórion, 

a mais interna, de caráter rígido e homogêneo, e o exocórion, mais externa e frouxa 

(Chirstophers, 1960; Clements, 1992; Valle et al., 1999).  

Neste vetor, os ovos recém-postos apresentam coloração branca, com característica 

permeável, e, após cerca de 1 hora e 30 min, apresentam coloração enegrecida (Li & Li, 2006). 

Os processos de enrijecimento e escurecimento são determinados pelos mecanismos de 

esclerotização e melanização do endocórion, respectivamente, e ocorrem simultaneamente, 
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uma vez que as vias bioquímicas apresentam similaridades, compartilhando componentes 

críticos e essenciais para ambos os processos (Li, 1994). 

Durante a melanização, ocorrem ligações cruzadas entre proteínas estruturais do 

endocórion, essenciais para a esclerotização e a pigmentação cuticular (Hopkins & Kramer, 

1992; Andersen, 2012). São ativadas enzimas como fenoloxidase e dopadescarboxilase em 

catálises de melanização, como também a enzima peroxidase que contribui para a 

esclerotização do endocórion no Ae. aegypti (Li & Christensen, 1993; Li et al., 1996).  

Além do endocórion e do exocórion, durante a etapa de máxima extensão da banda 

germinal, ainda na embriogênese precoce, células da serosa secretam uma matriz 

extracelular denominada cutícula serosa, a qual fica situada logo abaixo do endocórion, está 

relacionada ao momento de aquisição da resistência à dessecação e confere 

impermeabilidade ao embrião (Clements, 1992; Rezende et al., 2008; Farnesi et al., 2009) 

(figura 4). Estudos em ovos de culicídeos demonstram que, além da cutícula serosa, a 

melanização da casca dos ovos também está associada diretamente ao processo de 

resistência à dessecação (Farnesi et al., 2017). 

Figura 4: Esquema simplificado da formação e movimentação das membranas extraembrionárias e da 

cutícula serosa no Ae. aegypti, com embriogênese a 28 ºC. Fonte: Rezende et al. (2008). 

 

A partir deste momento, será designado o termo córion para embriões de 5 HAOs, que 

compreende as camadas do exocórion e endocórion. Já embriões a partir de 12 HAOs, que 

já apresentam a cutícula serosa, será utilizado o termo casca dos ovos, composta por 

exocórion, endocórion e cutícula serosa.  

Assim, os processos de estudos durante a embriogênese tornam-se mais laboriosos, 

pois se faz necessária a retirada destes envoltórios para a manipulação do embrião, pois as 

suas características físicas representam um entrave para os estudos de desenvolvimento 

embrionário (Rezende et al., 2008). 
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Estudos em culicídeos como Aedes sticticus e Aedes vexans evidenciaram a técnica 

para clarificação de endocórion de mosquitos, permitindo a visualização dos estágios de 

desenvolvimento, pelo uso de soluções suplementadas com substâncias clarificantes como o 

clorito de sódio (NaClO2) (Trpis, 1970; Christophers, 1960), também estudados em outras 

espécies posteriormente, como o Ae. aegypti (Rezende et al., 2008; Farnesi et al., 2009; Vital 

et al. 2010) (figura 5) e o An. albitarsis (Monnerat et al., 2002), alavancando o estudo da 

biologia do desenvolvimento destes insetos.  

O uso de soluções contendo hipoclorito de sódio (NaClO) pode, em diferentes 

concentrações como 30 e 50% (3,6% e 6% de cloro ativo, respectivamente) e diferentes 

tempos de exposição, promover a digestão do córion dos ovos, como do mosquito Ae. aegypti 

nos referidos estudos, sem danificar a cutícula serosa. Esta é resistente à digestão por NaClO, 

dependendo das variáveis de concentração e tempo utilizados (Rezende et al., 2008; Vargas 

et al., 2014; Farnesi et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Estágios da embriogênese associados à formação da cutícula serosa do Ae. aegypti, com 
desenvolvimento a 28 ºC. Clarificação pelo método de Trpis. (A) Embrião de 8 HAOs, evidenciando a 
formação da serosa primordial representado pelas cabeças de seta. (B) Embrião de 9 HAOs na fase de 
extensão da banda germinal, demonstrando formação completa da serosa. (C) Embrião de 13 HAOs após 
completa extensão da banda germinal e (D) embrião de 15 HAOs no início da retração da banda germinal. 
(B’) e (D’) evidenciam as delimitações das camadas, representada pelas diferentes cores ao redor do 
embrião. Fonte: Rezende et al. (2008). 

 

Procedimentos semelhantes foram empregados em Melanoplus differentialis (Slifer, 

1945) e An. gambiae (Goltsev et al., 2009), sob diferentes concentrações e tempos de 

exposição. Adicionalmente, sabe-se que soluções fixadoras contendo formaldeído tamponado 

com fosfato, como o Millonig (Carson et al., 1973), auxiliam na preservação de detalhes das 

ultraestruturas do desenvolvimento.  
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No entanto, a escassez de estudos moleculares por hibridização in situ na 

embriogênese dos mosquitos apresenta, portanto, relação intrínseca com a impermeabilidade 

e a rigidez da casca do ovo, o que dificulta a fixação do tecido (Monnerat et al., 1999) e a 

internalização de sondas, dificultando a realização de técnicas de hibridização in situ e imuno-

histoquímica (Rezende et al., 2008; Clemons et al., 2010).  

Estudos envolvendo a embriogênese vêm sendo desenvolvidos pelo grupo de 

pesquisa do laboratório. Concentrando maiores esforços, nosso grupo estuda a influência de 

determinados genes em ritmos biológicos, como a atividade locomotora em adultos de Aedes 

aegypti, além de, mais recentemente, estudos que visam a caracterização da expressão 

desses mesmos genes durante o desenvolvimento embrionário. 

 

1.3 Ritmos Biológicos e Relógio Circadiano 

Desde o surgimento da vida na Terra, a maioria dos organismos está submetida a 

ciclos diários de luz e temperatura, devido aos movimentos de rotação da Terra. Devido a 

diferentes pressões seletivas, os organismos desenvolveram adaptações frente às variações 

cíclicas e evoluíram de forma a apresentar oscilações rítmicas diárias nos padrões de 

fisiologia e comportamento a fim de estruturar suas atividades. Estas oscilações apresentam 

duração aproximada de 24 horas e foram denominados por Franz Halberg, em 1959, de 

“ritmos circadianos” (do latim circa = cerca e diem = dia) (Moore-Ede et al., 1982; Marques & 

Menna-Barreto, 1999; Rivas, 2012). 

Diversas evidências se sucederam ao longo de muitos anos, como as observações 

empíricas do movimento das folhas de Tamarindus indica (tamarindo) feitas por Thasos, 

historiador acompanhante de Alexandre, o Grande (325 a.C.). Além dele, houve também as 

explorações de Carolus Linnaeus, que estudou o processo de abertura e fechamento das 

pétalas das flores, em 1751, originando o “relógio das flores” (figura 6), que ele utilizou como 

proposta para demonstrar as diferentes horas do dia (Marques & Menna-Barreto, 1999; Foster 

& Kreitzman, 2005).  

Além deles, podemos citar Jean-Jacques d’Ortous de Mairan, em 1729, que realizou 

os primeiros experimentos de controle endógeno dos ritmos biológicos, com a espécie 

Mimosa pudica, a “dormideira”, para estudar o sistema de abertura de suas folhas durante o 

dia e seu fechamento à noite. Em condições controladas de escuro constante, foi observado 

que, mesmo sem incidência luminosa, representada pela caixa de isolamento, persistia o ato 

de abrir e fechar das folhas de forma similar (figura 7) (Moore-Ede et al., 1982; Marques & 

Menna-Barreto, 1999; Foster & Kreitzman, 2005).  
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Figura 6: Relógio das flores, idealizado por Carolus Linnaeus, em 1751. Fonte: Moore-Ede et al. (1982). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Representação dos experimentos sobre o ritmo de abertura e fechamento foliares da Mimosa 
pudica (“dormideira”), por Jean-Jacques d’Ortous de Mairan, em 1729. Fonte: Amoretty et al. (2013) 
adaptado de Moore-Ede et al. (1982). 

 

Outro estudioso que utilizou a Mimosa pudica como modelo, Augustin de Candolle, em 

1832, fez observações acerca da ritmicidade de 22 a 23 horas entre a repetição no movimento 

das folhas, sob a ausência de fontes luminosas. Ele observou que quando livres de indicações 

ambientais de passagem do tempo, os ritmos têm um período próximo, mas não de 

exatamente 24 horas. Desta forma, esta característica foi posteriormente intitulada de 

“período em livre curso” (do inglês, free running period) (Marques & Menna-Barreto, 1999; 

Johnson et al., 2003). 

Estudos prévios com camundongos, Neurospora e Drosophila comprovaram que os 

ritmos biológicos tinham origem endógena (Hamner et al., 1962), fazendo com que, até o 
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término da década de 1980, o fator de controle exógeno destes ritmos fosse refutado 

(Marques & Menna-Barreto, 1999). Posteriormente, experimentos de Colin Pittendrigh 

mostraram-se importantes ao elucidar a propriedade de “arrastamento” de passagem do 

tempo do relógio circadiano por fatores ambientais, denominados Zeitgebers (Moore-Ede et 

al., 1982; Pittendrigh, 1993; Marques & Menna-Barreto, 1999; Foster & Kreitzman, 2005).  

Um modelo de estudo de ritmo circadiano que tem seus processos muito bem 

elucidados é a Drosophila melanogaster. Esta mosca possui um relógio circadiano composto 

molecularmente de diversos genes que formam alças autorregulatórias de retroalimentação 

negativa (Hardin, 2011), em que a luz e a temperatura atuam como indicadores ambientais 

importantes para o seu funcionamento (Saunders, 2002; Boothroyd & Young, 2008). Estudos 

iniciais em linhagens mutantes de D. melanogaster indicaram alterações comportamentais, 

relacionadas a mutações em um mesmo locus, denominado period (per) (Konopka & Benzer, 

1971; Stanewsky, 2002), e alavancaram descobertas de outros genes envolvidos nos ritmos 

biológicos do inseto, como o gene timeless (tim) (Sehgal et al., 1994). 

 

1.3.1 Outros tipos de ritmos biológicos  

A cronobiologia é a ciência que analisa a organização temporal dos indivíduos, por 

meio do estudo dos ritmos e fenômenos físicos e bioquímicos periódicos que ocorrem nos 

seres vivos, ou seja, é responsável por estudar fenômenos que possuam determinada 

frequência. Estes, intitulados de ritmos biológicos, expressam a ocorrência de um fenômeno 

biológico de forma cíclica, que varia periodicamente no tempo (Araújo & Marques, 2002). 

Embora os ritmos circadianos, que apresentam uma duração estimada de 24 horas, 

sejam os mais abordados pela representação da maioria das funções biológicas, existem 

outros tipos de ritmos biológicos. Franz Halberg propôs, em 1959, alguns tipos de ritmos como 

os ritmos ultradianos, que possuem periodicidade menor que 24 horas, repetindo-se várias 

vezes ao dia, como o batimento cardíaco, a frequência respiratória e as secreções hormonais. 

Há também os ritmos infradianos que possuem duração maior do que 24 horas, dos quais 

podemos citar o ciclo menstrual, a hibernação e os processos de desenvolvimento como a 

somitogênese em vertebrados (Halberg, 1969; Capel et al., 2003; Marques et al., 2003 apud 

Moura & Silva, 2010; Hood & Amir, 2018).  

Nos ritmos infradianos, em particular, que compreendem períodos maiores que 24 

horas, são consideradas diversas variáveis ambientais que são suas reguladoras (Hood & 

Amir, 2018). Assim, eventos infradianos como a embriogênese, que apresentam ritmo devido 

à progressão do desenvolvimento do embrião, são compostos de etapas e fenômenos únicos 

que levam à formação do futuro indivíduo.  
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1.3.2 Regulação molecular do relógio circadiano na Drosophila 

melanogaster  

Estudos que levaram à descoberta dos genes period (Konopka & Benzer, 1971) e 

timeless (Sehgal et al., 1994), demonstraram que linhagens de D. melanogaster 

apresentavam alterações comportamentais, ocasionadas por mutações no locus/loci dos 

genes, o que evidenciou a importância dos mesmos em padrões de ritmos biológicos. Após a 

descrição de period e timeless, foram também descritos outros genes que controlam o relógio, 

tais como cycle (Rutila et al., 1998), Clock (Allada et al., 1998; Bae et al., 1998; Darlington et 

al., 1998; Lee et al., 1998), Par-domain-protein-1ε (Pdp1ε) (Cyran et al., 2003; Zheng et al., 

2009), vrille (vri) (Glossop et al., 2003) e clockwork orange (cwo) (Kadener et al., 2007; Lim et 

al., 2007; Matsumoto et al., 2007).  

A regulação em D. melanogaster é realizada em nível molecular por três alças de 

retroalimentação negativa. A primeira alça é composta pelos genes per, tim, Clk e cyc, que 

regulam negativamente a sua própria transcrição. A segunda alça é constituída por vrille (vri) 

e Par-domain-protein-1ε (Pdp1ε), que atuam como repressor e ativador transcricional de Clk, 

respectivamente. Já a terceira alça é representada pela atuação do gene clockwork-orange 

(cwo), que atua como repressor transcricional de Clk e é responsável pela amplitude do ritmo 

de oscilação circadiana (Hardin, 2011; Bruno, Lima-Camara & Peixoto, 2012) (Figura 8).  

 

Figura 8: Modelo do relógio circadiano na Drosophila melanogaster com componentes moleculares das alças 
autorregulatórias do relógio circadiano. Autoria: Rafaela Vieira Bruno, baseado em Hardin (2011). 
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Neste trabalho, o foco será um dos genes que compõe a primeira alça de 

retroalimentação negativa (figura 9), o gene period (per). A primeira alça de retroalimentação 

negativa é constituída pelos genes period, timeless, Clock e cycle, que codificam as proteínas 

PERIOD (PER) e TIMELESS (TIM), CLOCK (CLK) e CYCLE (CYC), respectivamente. Através 

da ação do heterodímero CLK-CYC, que se liga à região E-box (CACGTG) dos promotores 

dos genes per e tim, ocorre a transcrição dos destes genes, no meio do dia, e alcançam níveis 

máximos de expressão no início da noite (Hao et al., 1997; Allada et al., 1998; Darlington et 

al., 1998; Rutila et al., 1998; Bruno, Lima-Camara & Peixoto, 2012).  

Quando se encontram no citoplasma, ainda em forma livre, PER e TIM podem sofrer 

modificações pós-traducionais, tais como a ação da quinase DOUBLETIME (DBT), que 

fosforila PER (Edery et al., 1994; Kloss et al., 1998; Price et al., 1998;  Kloss et al., 2001) e a 

encaminha para a degradação pela via ubiquitina-proteassoma. 

Posteriormente, quando alcançam níveis mais altos no citoplasma, PER e TIM se 

associam formando um heterodímero, que estabiliza e protege PER da degradação (Price et 

al., 1995; Stanewsky, 2002; Stanewsky, 2003; Taghert & Lin, 2005; Yu et al., 2006). Deste 

modo, é formado o trímero DBT-PER-TIM (Kloss et al., 2001), que promove a fosforilação de 

CLK, desassociando o heterodímero CLK/CYC da região promotora dos genes e, 

consequentemente, reprimindo a sua transcrição (per e tim) (Bae et al., 2000; Lee et al., 1998; 

Lee et al., 1999; Yu et al., 2006; Hardin, 2011).  

Ao amanhecer, a partir desta interrupção, ocorre o declínio de seus produtos PER e 

TIM, que sofrem degradação, através da fosforilação de PER por DBT (Edery et al., 1994; 

Kloss et al., 1998; Price et al., 1998; Naidoo et al., 1999; Kloss et al., 2001; Kim et al., 2007; 

Hardin, 2011). Temos ainda a ação da proteína CRYPTOCHROME (CRY), uma fotoliase, 

ativada pela presença de fonte luminosa, que promove o “acerto” do relógio. Na presença de 

luz, ocorre uma mudança conformacional em CRY, que perimite que ela consiga se ligar a  

TIM, recrutando outras proteínas como a JETLAG e marcando-a para a degradação via 

proteassoma (Stanewsky et al., 1998; Peschel et al., 2009; Bruno, Lima-Camara & Peixoto, 

2012).  

 

Isto acarreta a desassociação de CLK, que, hipofosforilada, se acumula e 

posteriormente forma novamente o heterodímero CLK/CYC, que se liga à região E-box e inicia 

um novo ciclo, com a transcrição de per e tim (Hardin, 2011).  
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Figura 9: Representação da regulação molecular da 1ª alça de retroalimentação do relógio circadiano na D. 

melanogaster. (A) As proteínas CLK e CYC se ligam na região E-box do promotor e ativam a transcrição de 

vários genes como period, timeless, clock e cycle. (B) period (per) e timeless (tim), ao serem translocados 

para o citoplasma, são traduzidos nas proteínas PER e TIM, que sofrem ação de quinases que os 

encaminham para a degradação. (C) Para evitar este processo, PER e TIM formam o heterodímero (PER-

TIM), acumulando-se no citoplasma, (D) e, ao ingressar no núcleo após serem fosforiladas, (E) inibem a 

atividade do heterodímero CLK-CYC, inibindo, assim, a transcrição dos seus próprios genes. A linha dupla 

representa a delimitação entre o núcleo e o citoplasma. A linha senoidal representa a transcrição de mRNA 

dos genes envolvidos nesta alça, como period e timeless. As linhas tracejadas indicam a ação de quinases, 

que fosforilam as proteínas, as quais ficam acopladas ao grupamento fosfato, representado pela letra (-P). 

Fonte: Teles-de-Freitas (2015) com adições, adaptado de Hardin (2011). 

 

1.3.3 Relógio Circadiano e Insetos Vetores  

Com relação a outros insetos, como o mosquito Ae. aegypti, não se tem conhecimento 

suficiente sobre os mecanismos moleculares que regulam o seu relógio circadiano. Porém, 

sabe-se que há estudos que mostram a influência do relógio circadiano em processos como 

a atividade locomotora e a hematofagia (Bruno, Lima-Camara & Peixoto, 2012).  

Há estudos, por exemplo, que evidenciam a diferença da expressão do gene de relógio 

cry2 em Ae. aegypti e em Culex quinquefasciatus, envolvendo a repressão por PER e/ou 

CRY2.  Foi visto que o Ae. aegypti ainda apresenta padrão bimodal de expressão e supõe-se 

que seja modulado pelas proteínas PDP1 e VRI, responsável pela expressão cíclica de cycle 

(Gentile et al., 2009). Estudos posteriores descreveram a expressão de cycle e period em 

cérebros de mosquitos adultos de Ae. aegypti sob condições de luminosidade cíclica, 

demonstrando que period é expresso em fase oposta à de cycle (Gentile et al., 2009; Chahad-

Ehlers et al., 2013). 
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2- JUSTIFICATIVA DO TRABALHO  

Com relação ao mosquito Ae. aegypti, os estudos mostram que a influência do relógio 

circadiano normalmente está associada aos adultos, em processos como atividade 

locomotora e hematofagia. No entanto, ainda não temos conhecimento sobre como os genes 

do relógio são expressos em outros ritmos biológicos como a embriogênese, assim como sua 

função durante o desenvolvimento embrionário, já que não se trata de um evento circadiano. 

Devido ao fato da embriogênese ainda ser uma parte do ciclo de vida que não é 

amplamente elucidada na bibliografia especializada e constituir-se em uma das fases mais 

importantes para os métodos de controle populacional, uma vez que não apresenta 

capacidade de dispersão ativa (Beament, 1989; Monnerat et al., 2002; Wolpert & Tickle, 

2011), estudos nesta área mostram-se necessários. 

Dados não publicados do nosso grupo (anexo A) demonstram a expressão de genes 

do relógio, como period, em estágios embrionários do mosquito Ae. aegypti, reforçando a 

relevância da compreensão do papel destes genes nas fases iniciais do mosquito. Assim, o 

presente estudo visa elucidar aspectos da biologia do inseto acerca da expressão no embrião 

e eventuais funções destes genes durante esta fase do ciclo de vida do vetor. 

 

 

 

 

3- OBJETIVO GERAL 

O objetivo geral deste estudo é analisar o padrão de expressão do gene de relógio 

period em diferentes momentos da embriogênese do Ae. aegypti. 

 

3.1 Objetivos específicos 

 Validar um protocolo de remoção das cascas dos ovos, mantendo a sua integridade.  

 Verificar o padrão de expressão espaço-temporal do gene period em embriões de Ae. 

aegypti nos tempos de 5 HAOs, 12 HAOs e 24 HAOs de desenvolvimento. 

 Comparar os resultados obtidos na hibridização in situ com os dados preliminares de 

expressão gênica relativa por RT-qPCR.  
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4 -  METODOLOGIA 

4.1 Criação de mosquitos Aedes aegypti 

Os mosquitos Ae. aegypti da linhagem Rockefeller utilizados durante o estudo provêm 

do Laboratório de Fisiologia e Controle de Artrópodes Vetores (LAFICAVE/IOC), sediado no 

Instituto de Biologia do Exército (IBEx).  

A eclosão dos ovos é realizada em bacias com 1,5 litro de água milli-RO (osmose 

reversa) e ração de peixe Tetra Marine Granules. Para a alimentação das larvas, usamos uma 

proporção de 18 unidades de ração para 100 larvas, adicionada a cada 2 dias. As bacias são 

mantidas em 45-60% de umidade relativa, em uma Incubadora Precision (Thermo Fischer) a 

25 ºC ± 1 ºC, programada para ciclos de claro e escuro 12:12h (LD – do inglês light/dark). 

Após atingir o estágio de pupa, elas são transferidas para uma gaiola (16,3 cm x 18,8 cm, 

largura e altura, respectivamente), e, ao atingirem a fase adulta, os mosquitos são providos 

com alimentação ad libitum de solução açucarada (sacarose 10%). 

 

4.2 Alimentação sanguínea das fêmeas 

Cinco a sete dias após a emergência dos adultos, fêmeas de Ae. aegypti mantidas 24 

horas sob a ausência de sacarose 10% (em jejum) foram alimentadas por 15 minutos com 

sangue de cobaio, no caso, um porquinho-da-índia (Cavia porcellus) previamente 

anestesiado. Este procedimento foi realizado mediante aprovação do Comitê de Ética – 

CEUA/Fiocruz LW-20/14 concedido ao LAFICAVE. Após a alimentação, as fêmeas foram 

mantidas por 72 horas a 28 ºC, período em que ocorrerá a ovogênese.  

 

4.3 Postura sincronizada  

Três dias após a alimentação sanguínea, as fêmeas foram adormecidas em gelo e 

rapidamente transferidas para placas de Petri 100 mm x 20 mm (BD Falcon) para obtenção 

dos ovos. Distribuídas em grupos de 5 fêmeas por placa, as placas foram forradas com papel 

filtro umedecido com cerca de 3 ml de água filtrada e mantidas em incubadora por 1 hora a 

28 ºC. As placas foram envoltas por papel alumínio, de acordo com procedimento adaptado 

de Rezende et al. (2008) e Farnesi et al. (2009). Após o período, as fêmeas foram 

descartadas, e as placas vedadas com Parafilme (M, Bemis). 

Os tempos embrionários foram identificados a partir das horas após a postura, aqui 

representadas como HAOs (horas após oviposição), iniciando-se a contagem em 0 HAO, 1 

hora após o momento inicial em que as fêmeas foram condicionadas à oviposição. Assim, os 

ovos foram mantidos a 28 ºC em ciclos de claro-escuro de 12:12h (LD), até o término da coleta 

de respectivos pontos da embriogênese. A identificação dos estágios embrionários foi 

realizada de acordo com Vital et al. (2010) como será abordado posteriormente.  
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 4.4 Protocolo de remoção das cascas dos ovos de Ae. aegypti 

Após a postura sincronizada, foi realizada a coleta de ovos nos tempos de 5 HAOs, 12 

HAOs e 24 HAOs, mantidos a 28 ºC, para a remoção das cascas dos ovos com a finalidade 

de isolar os embriões de Ae. aegypti. Este protocolo abaixo refere-se à técnica para remoção 

do córion dos ovos de 5 HAOs. 

Os ovos foram transferidos das placas com auxílio de um pincel e acondicionados, 

cerca de 500 ovos por microtubos de 1,5 ml. Em cada microtubo, foi adicionado 1ml de 

solução de Trpis (Trpis, 1970) (anexo B) sob agitação por 5 minutos. Posteriormente os ovos 

foram lavados com água Milli-Q por 3 vezes, com rápida centrifugação em baixa rotação (4800 

rpm/ 2100 g) por 3 segundos utilizando a Centrífuga Eppendorf 5415 D, entre as lavagens.  

Aos ovos foram adicionados 500 µl de PBS 1X (Tampão Fosfato-Salino – anexo B) + 

formaldeído 9% e 500 µl de heptano resfriado à - 80 ºC (quadro 1) e deixados em agitação 

constante por 1 hora. Após retirada a fase inferior do líquido (aquosa), adicionados 500 µl de 

água Milli-Q fervente (quadro 1), agitando vigorosamente em vórtex por 1 minuto.  

Depois, retirando-se novamente a fase inferior, adicionou-se 700 µl de metanol 

resfriado a - 80 ºC, agitando vigorosamente por 1 minuto no vórtex. Em seguida, retirou-se 

toda a solução e foi realizada lavagem com metanol à temperatura ambiente (25 ºC) por 3 

vezes. Posteriormente, os embriões foram reidratados em mistura de 500 µl de PBS 1X e 500 

µl de metanol na proporção 1:1, e, após, 1 ml (100%) de PBS 1X. Em seguida, foi adicionado 

1ml de solução de fixação Millonig (Carson et al., 1973) (Anexo B), deixado em agitação por 

20 minutos.  

Em seguida, a solução foi retirada e os ovos lavados 3 vezes com PBS 1X, e, logo 

após, com hipoclorito de sódio (Alvox composição 12% NaOCl, Vetex), diluído em água Milli-

Q. A referida etapa da exposição ao hipoclorito de sódio (NaOCl) foi realizada em diferentes 

concentrações e variados tempos de exposição (quadro 1). Depois, foi realizada a lavagem 

dos embriões em PBST 1X (tween-20 a 0,05%) (anexo B), com centrifugação em baixa 

rotação (4800 rpm/ 2100 g) por 3 segundos, e estocados em PBS 1X a 4 ºC, até seguirem 

para a etapa seguinte de hibridização in situ.  

Em outro momento, os embriões foram transferidos para lâminas histológicas a fim de 

realizar o registro fotográfico com o programa PLA6xxx-Capture, utilizando câmera Pixelink 

modelo PL-A662, acoplada à Lupa Zeiss SteREO Discovery.V12. 
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Quadro 1 – Variáveis do protocolo de remoção das cascas dos ovos de Aedes aegypti 

Trpis, heptano, água fervente, metanol e concentrações de NaClO, adaptados aos diferentes tempos de 

embriogênese. (*) Condições do protocolo escolhidas como melhor funcionamento dentre as adaptações 

testadas. (X) assinalado: indica uso das variáveis metanol; água fervente + metanol. (-) Variável não testada. 

As diferentes cores em 12 HAOs representam os blocos de testes realizados com condições variadas. Os 

tempos de embriogênese estudados encontram-se nos estágios embrionários de fase do blastoderma celular 

(5 HAOs), extensão da banda germinal (12 HAOs) e retração da banda germinal, com segmentação da 

região cefálica (24 HAOs). Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

4.5 Hibridização in situ em embriões de Ae. aegypti 

O protocolo de hibridização in situ foi estabelecido e adaptado a partir de Haugen et 

al. (2010), Chahad-Ehlers et al. (2013) e Santos (2018). As soluções usadas neste protocolo 

estão descritas no anexo B. 

Embriões previamente fixados, desprovidos dos envoltórios, armazenados em PBS 

1X, foram gradualmente transferidos para PBST 1X (0,1% Tween-20) (v/v), e lavados em 

placa agitadora por 5 minutos. Após, foram fixados em 500 µl de PFA (paraformaldeído) 4% 

(p/v) sob agitação por 10 minutos, lavados 3 vezes com PBST 1X, por 5 minutos cada e 

posteriormente homogeneizados em temperatura ambiente em bateria de solução de 

hibridização com DNA de esperma de salmão (Hyb Buffer) + PBST 1X, por 5 min:  

I. 50% PBST 1X: 50% Hyb Buffer 

II. 25% PBST 1X: 75% Hyb Buffer 

Em seguida, os embriões foram incubados com 50 µl de Hyb Buffer 100%, por 2 vezes, 

5 minutos cada, e posteriormente em 50 µl Hyb de Buffer a 100% a 55 °C por 1 hora, na fase 

de pré-hibridização. Após esses procedimentos, foram adicionados 50 µl de Hyb Buffer + 

sondas, previamente aquecidos por 5 minutos a 90 ºC. Para a detecção do mRNA period, 

utilizamos as sondas previamente sintetizadas com os promotores T7 e SP6 para as sondas 



18 

 

antissenso e senso, respectivamente (Chahad-Ehlers et al., 2013) (DIG RNA Labeling Kit, 

Roche, Cat. Nº 11 175 025 910), com diluição 1:100, e incubados over night (de 12 a 16 horas) 

a 55 º C em banho seco. A sonda controle foi confeccionada com o promotor SP6, e 

representa a sequência senso, idêntica à sequência do mRNA encontrada na célula-alvo de 

interesse, e a sonda sintetizada com o promotor T7 representa a sequência complementar à 

sonda senso.  

Abaixo, os seguintes primers utilizados para a sequência das sondas: 

Forward: 5’ GAGCTCCATATTTTGAGACATC 3’  

Reverse: 5’ TATGAAAGACCGTCCAAGC 3’ 

No dia seguinte, os embriões foram incubados em 50 µl de Hyb Buffer a 55 ºC em 

banho seco, por 4 vezes, 30 minutos cada. Em seguida, foram transferidos gradualmente para 

PBST 1X nas proporções: 

I. 2:1 Hyb Buffer: PBST 1X – 15 min a 55 °C 

II. 1:2 Hyb Buffer: PBST 1X – 15 min a 55 °C 

Em seguida os embriões foram lavados em 500 µl PBST 1X em temperatura ambiente, 

com centrifugação em baixa rotação (4000 rpm/ 1500 g) por 3 segundos na Centrífuga 

Eppendorf 5415 D, e, após isso, foram lavados com a mesma solução por 2 vezes, em 

agitador, por 15 minutos cada. Os embriões foram lavados e posteriormente incubados em 

500 µl de solução de bloqueio contendo soro de cabra – NGS 5% (do inglês Normal Goat 

Serum, Sigma G9023) em PBST 1X por 1 hora (em agitador). Logo depois, a solução de 

bloqueio foi removida, e os embriões foram incubados em 500 µl de anticorpo 

antidigoxigenina-AP (Anti-digoxigenin-fluorescein, Fab fragments, Roche, Cat. Nº 11 207 741 

910) diluição 1:1000 em PBST 1X, de 12 a 16 horas a 4 °C.  

Após esse período, as amostras foram lavadas 2 vezes com 500 µl de PBST 1X em 

temperatura ambiente por 5 minutos, com centrifugação em baixa rotação entre as lavagens 

(4000 rpm/ 1500 g), e 3 vezes com 500 µl de PBST 1X em agitador por 15 minutos cada. 

Posteriormente, embriões foram lavados com 500 µl de tampão de coloração e incubados na 

mesma solução 2 vezes, 5 minutos cada. O tampão de coloração (Staining Buffer) é utilizado 

para a detecção da enzima fosfatase alcalina conjugada ao anticorpo antidigoxigenina.  

Por fim, os embriões foram transferidos para a placa de 24 poços, e foi adicionado em 

cada poço 1 ml da solução de revelação NBT/BCIP (BCIP/NBT Liquid Substrate System, 

Sigma, B1911). Os embriões foram incubados durante 4 minutos e observados em lupa, para 

verificar o surgimento de marcação roxa nos embriões. A reação de NBT/BCIP foi interrompida 

com adição de PBS 1X, e os embriões foram lavados 3 vezes com PBST 1X na própria placa 

e armazenados em microtubos de 1,5 ml contendo glicerol 70% em etanol, em freezer (a - 20 

ºC).  
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Em outro momento, os embriões foram transferidos para lâminas histológicas para o 

registro fotográfico com o programa Motic Image Plus 2.0, que foi realizado utilizando-se 

Microscópio Nikon Eclipse E200 com câmera Moticam 3.0 MP acoplada. 
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5 – RESULTADOS 

5.1 - Remoção do córion dos ovos de 5 HAOs 

Utilizando-se o protocolo original (item 4.4) padronizado para os ovos de 5 HAOs, foi 

possível notar que ainda apresentavam resquícios de córion remanescente, o que poderia 

prejudicar a eficiência da hibridização in situ, além dos embriões apresentarem aspecto 

bastante danificado. Neste sentido, foram feitos testes, a fim de ajustar alguns passos do 

protocolo com o propósito de otimizar o resultado, como requisito essencial para a próxima 

etapa. 

Os ajustes realizados consistiram em centrifugações adaptadas à baixa rotação, já que 

o passo requerido de “spin” no protocolo foi adaptado à centrífuga (equipamento), utilizando-

se centrifugações de curta duração, a fim de separar os ovos da solução em questão. Em 

princípio, foram utilizadas rotações mais altas, entre 8000-9000 rpm (9000 rpm/ 7500 g), o 

que ocasionou prejuízos aos embriões, resultando em um aspecto danificado, pela extrusão 

de seus conteúdos.  

Posteriormente, com o objetivo de manter a integridade dos embriões para os 

sucessivos experimentos de hibridização in situ, as curtas centrifugações foram ajustadas, 

diminuindo-se gradativamente a velocidade de rotação até atingir-se o ideal de 4800 rpm 

(2100 g), que se considerou suficiente para precipitar os ovos, porém sem danificá-los. 

Da mesma forma, outro ajuste também realizado está relacionado com a redução do 

montante de ovos dispostos por tubo, facilitando que as soluções do protocolo que atuam sob 

constante agitação, como Millonig (solução fixadora) e hipoclorito de sódio, entrassem em 

contato com a superfície total dos ovos. 

Por fim, um item também modificado foi o aumento do tempo de exposição ao 

hipoclorito de sódio, pois, conforme abordado anteriormente, ele é utilizado para promover a 

digestão do córion dos ovos. O tempo inicial de lavagem era de 1 minuto em NaClO 15% (v/v), 

passando por graduais mudanças de 1 minuto e 10 segundos até o tempo final de 1 minuto e 

20 segundos (quadro 1). Este último tempo de exposição ao NaClO de 1 minuto e 20 

segundos (figura 10 C-D) foi determinado como padrão não somente para 5 HAOs como para 

as demais idades embrionárias (12 e 24 HAOs).  

Desta forma, a partir das alterações que originaram o protocolo final (item 4.4), os 

resultados indicam uma melhora gradual da remoção dos envoltórios em 5 HAOs de 

desenvolvimento. Contudo, com a aderência das células da serosa e do âmnion à região 

dorsal do ovo, o tratamento com NaClO em 1 minuto e 20 segundos (figura 10 C-D) promoveu 
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uma remoção da maior parte do córion em comparação com os tempos anteriores de 1 minuto 

(figura 10 A)  e 1 minuto e 10 segundos (Figura 10 B).  

Figura 10: Embriões de Ae. aegypti de 5 HAOs após protocolo de remoção do córion dos ovos, com 

exposição ao hipoclorito de sódio (NaClO) 15% (v/v), em diferentes tempos de exposição e respectivos 
aumentos. (A) 1 minuto – 70x, (B) 1 minuto e 10 segundos – 29x, (C-D) 1 minuto e 20 segundos – 70x. Barra 
de escala utilizada: 1 mm.  

 

5.2 Remoção das cascas dos ovos de 24 HAOs 

Para os ovos de 24 HAOs, o protocolo utilizado foi adaptado para remoção das cascas 

dos ovos, que compreende o exocórion, o endocórion e a cutícula serosa. Através da 

modificação da temperatura do heptano de - 80 ºC para temperatura ambiente (25 ºC) 

incubado com o PBS + formaldeído 9%; adição do passo de choque térmico com H2O Milli-Q 

fervente, e posteriormente adição de metanol a - 80 ºC, conforme estabelecido (anexo D).  

Nesta respectiva idade, foi utilizado o novo tempo de exposição ao hipoclorito de sódio 

de 1 minuto e 20 segundos, porém na concentração de 50% NaClO (v/v) (figura 11). Após a 

realização do protocolo, os embriões apresentaram-se íntegros e sob ausência de parte de 

seus envoltórios, porém ainda foi possível observar a presença da cutícula serosa, o envoltório 

translúcido (figura 11 B, D) de indispensável remoção. Além deste, ainda foi possível observar 
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pigmentação remanescente do endocórion, mesmo que em menor quantidade (figura 11 A, 

D).  

Figura 11: Embriões de Ae. aegypti de 24 HAOs após protocolo de remoção das cascas dos ovos, com 
hipoclorito de sódio (NaClO) 50% (v/v), em 1 min e 20 s de exposição e respectivos aumentos (A-C) 70x e 
(D) 100x. Barra de escala utilizada: 1 mm. 

 

5.3 Remoção das cascas dos ovos de 12 HAOs 

Paralelamente, para o tempo de 12 HAOs, constituindo um ponto intermediário entre 

os embriões mais jovens (5 HAOs) e mais tardios (24 HAOs), foi realizado um primeiro teste 

utilizando-se o protocolo de remoção das cascas dos ovos de 24 HAOs como referência. 

Neste, a etapa da digestão com hipoclorito de sódio foi adaptada entre as concentrações de 

15% (5 HAOs) e 50% (24 HAOs) para a concentração 30% NaClO (v/v) em 1 minuto e 20 

segundos de exposição, e, após a realização do referido protocolo, os embriões foram 

encaminhados para a hibridização in situ (anexo E, figura II).  

Posteriormente, como não se obteve sucesso, foram realizados quatro experimentos 

subsequentes do mesmo protocolo com adaptação a diferentes concentrações de hipoclorito 

de sódio (35%, 40%, 45% e 50%) (v/v), mantendo-se o mesmo tempo de exposição (1 minuto 

e 20 segundos). Desta forma, foi escolhida a concentração de 50% NaClO (v/v) para 

aprimoramento desta etapa do protocolo, e embriões seguiram para a hibridização in situ 

(anexo E, figura III). 
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Em outro momento, foram realizados novos testes com a maior concentração de 

hipoclorito de sódio (NaClO) utilizada neste trabalho (50% NaClO) (v/v). A etapa de digestão 

foi realizada nos diferentes tempos de exposição: 2 minutos e 30 segundos (figura 12 D), 3 

minutos (figura 12 E-F), e 5 minutos. Dentro deste terceiro bloco de testes, selecionamos os 

embriões que foram submetidos ao protocolo com exposição de 5 minutos, que, então, foram 

conduzidos para a hibridização in situ.  

Em seguida, uma nova tentativa de remoção dos envoltórios foi realizada, desta vez 

com o protocolo padronizado para os ovos de 5 HAOs. Assim, foram adaptados à etapa de 

lavagem com Trpis de 5 para 10 minutos, seguida de exposição ao NaClO 50% (v/v) por 2 

minutos e 40 segundos, o que gerou o protocolo final (anexo C). Com o auxílio da lupa, foi 

possível observar, dentre os testes realizados, que os embriões estavam visualmente 

melhores quanto ao desprovimento dos envoltórios, o que nos motivou à escolha dos tempos 

de exposição ao NaClO utilizados (2 minutos e 40 segundos, do atual protocolo; e 5 minutos, 

referente ao escolhido do bloco anterior). Assim, estes embriões foram enviados para a 

hibridização in situ. 

Contudo, apesar das diversas tentativas de remoção das cascas dos ovos (item 4.4, 

quadro 1), e com as diferentes concentrações de NaClO aplicadas – 35% (figura 12 A), 40% 

(figura 12 B), 45% (figura 12 C), e 50% (figura 12 D – F) –, não houve sucesso.  

 

Figura 12: Embriões de Ae. aegypti de 12 HAOs após protocolo de remoção das cascas dos ovos, com 
hipoclorito de sódio (NaClO) (v/v), nas concentrações em (A) 35% NaClO, (B) 40% NaClO e (C) 45% NaClO 
e 50% NaClO (D-F), com exposição de 1 minuto e 20 segundos (A-C), 2 minutos e 30 segundos (D), e 3 
minutos (E-F). Aumento de 38x (A-D) e 70x (E-F). Barra de escala utilizada: 1 mm. 
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Desta forma, nos experimentos é possível observar que partes da casca sofreram a 

ação de soluções do tratamento, porém outras partes se mantiveram com o endocórion pouco 

clarificado (figura 12 B, E), bem como embriões bastante danificados, devido à desintegração 

da cutícula serosa. A ausência de cutícula serosa, observada pelas extremidades rompidas, 

região da linha de deiscência e do cap, permitiu invasão das soluções do tratamento causando 

a destruição parcial do embrião.  

 
5.4 Hibridização in situ para period em embriões de Ae. aegypti 

Após o protocolo de remoção dos envoltórios dos embriões, estes foram 

encaminhados para a hibridização in situ a fim de avaliar a expressão do gene de relógio 

period nos embriões de 5, 12 e 24 HAOs.  

 

5.4.1 Hibridização in situ em embriões de 5 HAOs 

Os resultados da hibridização in situ para embriões de 5 HAOs (figura 13) evidenciam 

que não há expressão de period nesta idade (figura 13 A-C). 

Figura 13: Hibridização in situ para period em embriões de Ae. aegypti de 5 HAOs sem expressão para este 
gene (A-C). Sonda controle (D-F). Nas margens horizontais, temos a orientação anterior e posterior dos 
embriões, e, nas margens verticais, as orientações dorsal e ventral. Barra de escala: 500 µm. Aumento de 
100x.  
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5.4.2 Hibridização in situ em embriões de 24 HAOs 

Para a hibridização in situ dos embriões de 24 HAOs, não há expressão de period 

(figura 14 A-D). No entanto, foi possível identificar estruturas nos embriões estudados, como 

a cutícula serosa (figura 14 A, C-F), além da evidência de retração da banda germinal, 

corroborando o respectivo tempo de desenvolvimento embrionário de acordo com Vital et al. 

(2010). 

Figura 14: Hibridização in situ para period em embriões de Ae. aegypti de 24 HAOs. Embriões sem 
expressão para este gene (A - D), com parâmetro de retração da banda germinal, representado pela seta 
preta espessa, evidenciado para esta idade do desenvolvimento a 28 ºC, e a cutícula serosa indicada pela 
cabeça de seta (A, C-F). Sonda controle (senso) (E-F). Nas margens horizontais, temos a orientação anterior 
e posterior dos embriões, e, nas margens verticais, as orientações dorsal e ventral. Barra de escala: 500 µm. 
Aumento de 100x.  

 

5.4.3 Hibridização in situ em embriões de 12 HAOs 

Para os embriões de 12 HAOs, mesmo com diferentes experimentos de hibridização 

in situ (figuras 15 e 16), não foi possível observar expressão para period (figura 15 A-C; figura 

16 A-B).  
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Figura 15: Hibridização in situ para period em embriões de Ae. aegypti de 12 HAOs, com exposição 50% 
NaClO (v/v) por 5 minutos, mostrando alguns ovos com córion ainda remanescente, sem sucesso para 
marcação para period (A-C). Sonda controle (senso) (D-E). A cabeça de seta representa a formação da 
cutícula serosa. Nas margens horizontais, temos a orientação anterior e posterior dos embriões, e, nas 
margens verticais, as orientações dorsal e ventral. Barra de escala: 500 µm. Aumento de 100x. 
 

Figura 16: Hibridização in situ para period em embriões de Ae. aegypti de 12 HAOs, com exposição 50% 
NaClO (v/v) por 2 minutos e 40 segundos, porém sem marcação para period (A-B). Sonda controle (senso) 
(C-D). Nas margens horizontais, temos a orientação anterior e posterior dos embriões, e, nas margens 
verticais, as orientações dorsal e ventral. Barra de escala: 500 µm. Aumento de 100x. 
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6- DISCUSSÃO 

6.1 Motivação do Protocolo de remoção das cascas dos ovos 

Os ovos de mosquitos possuem uma casca, denominada córion, composta pelo 

exocórion e o endocórion (Beckel,1958; Hinton, 1968; Clements, 1992; Monnerat et al., 1999; 

Valle et al.,1999), que promove rigidez e proteção ao embrião contra condições ambientais 

adversas. Os ovos de mosquitos pertencentes aos gêneros Aedes e Anopheles tornam-se 

escuros e rígidos (Clements, 1992), o que dificulta o estudo de processos que envolvem a 

embriogênese devido a mecanismos de enrijecimento (esclerotização) e escurecimento 

(melanização) do endocórion (Clements, 1992; Li, 1994; Farnesi, 2014). 

No Ae. aegypti, estes mecanismos, que de forma geral ocorrem entre 2 e 3 horas de 

desenvolvimento embrionário, acontecem de forma acentuada, pelo alto grau de melanização, 

em simultaneidade com o mecanismo de enrijecimento (Christophers, 1960; Clements, 1992; 

Han et al., 2000; Li & Li, 2006).  

Assim, em experimentos que abordam estudos com embriogênese são requeridas 

técnicas de retirada dos envoltórios pigmentados e enrijecidos. Consequentemente, este 

procedimento possibilita que agentes fixadores bem como sondas de hibridização in situ 

possam atingir o embrião, tornando possível observar padrões de expressão gênica in situ ao 

longo da embriogênese. Portanto, neste trabalho modificamos um protocolo pré-estabelecido 

de remoção dos envoltórios de embriões de Ae. aegypti, com a finalidade de concentrar 

esforços para promover a retirada da rígida casca dos ovos deste inseto. 

Estudos envolvendo expressão de genes de relógio em mosquitos têm sido 

desenvolvidos principalmente em adultos, sob diferentes condições e aspectos como 

expressão dos genes que compõem as alças de retroalimentação negativa no Ae. aegypti e 

no Culex quinquefasciatus (Gentile et al., 2009), e expressão de cycle e period em cérebros 

do Ae. aegypti (Chahad-Ehlers et al., 2013). Contudo, estudos envolvendo expressão destes 

genes durante a embriogênese do Ae. aegypti, o foco central deste projeto, ainda eram 

escassos. Neste trabalho, avaliamos a remoção dos envoltórios dos embriões de Ae. aegypti 

e, posteriormente, o perfil de expressão do gene period nos tempos de desenvolvimento 

embrionário de 5, 12 e 24 HAOs. 

 

6.1.1 Remoção das cascas dos ovos de Aedes aegypti 

O protocolo utilizado neste trabalho é oriundo de adaptações de estudos feitos 

anteriormente em outras espécies de culicídeos como Aedes vexans (Moretti & Larsen, 1973) 

e Anopheles gambiae (Goltsev et al., 2004), além do estudo que engloba a fixação, 

preparação e dissecção de embriões de Aedes aegypti (Clemons et al., 2010). Este protocolo 

é proveniente de diversas tentativas de estabelecimento pelos grupos da Dra. Rafaela Bruno 
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(LABIMI/IOC), do Dr. Gustavo Rezende (LQFPP/UENF) e do Dr. Rodrigo Nunes da Fonseca 

(LICM-UFRJ/Macaé), com a finalidade de romper a casca dos ovos de Ae. aegypti. 

Estudos anteriores utilizam o NaClO como etapa única para a digestão do córion em 

estudos sobre a cutícula serosa (Rezende et al., 2008; Goltsev et al., 2009; Vargas et al., 

2014), além de outros que utilizam a remoção manual do córion com agulhas de insulina e fita 

adesiva dupla-face conjugada a um protocolo base semelhante ao utilizado nesta pesquisa 

(Goltsev et al., 2004, Goltsev et al., 2007; Goltsev et al., 2009; Clemons et al., 2010). 

 Neste trabalho, foram estabelecidos métodos alternativos para o rompimento dos 

envoltórios dos embriões através de processos envolvendo choque térmico, fixação e 

desidratação como os realizados em Goltsev et al. (2004); Calvo et al. (2005); Goltsev et al. 

(2009), assim como a utilização do NaClO para a remoção final da camada do endocórion. 

Goltsev e colaboradores (2004) desenvolveram o método de fixação e remoção de 

envoltórios em embriões de Anopheles, utilizando processos de choque térmico e 

desidratação, a fim de causar rupturas no endocórion, para posterior remoção manual com 

agulha de insulina e fita adesiva dupla-face.  

Já Clemons e colaboradores (2010) também utilizaram protocolo semelhante, 

adaptado de Patel (1994) e relataram que o aquecimento dos embriões durante o protocolo 

otimiza a integridade do tecido, enquanto que o tratamento com hipoclorito de sódio e as 

etapas de choque térmico, denominadas passos de ruptura, auxiliam em uma boa 

preservação dos embriões, associada à remoção do endocórion e da cutícula serosa.  

Durante a embriogênese inicial da maioria dos insetos, são produzidas as membranas 

extraembrionárias serosa e âmnion, que estão relacionadas ao processo de blastocinese, 

caracterizado pela reorientação espacial do embrião (Cobben, 1968; Panfilio, 2008). Mais 

especificamente, as células do blastoderma dorsal formam a serosa (Raminani & Cupp, 1975). 

Em embriões de 5 HAOs, o respectivo córion não foi completamente removido, 

permanecendo a região dorsal com a pigmentação do córion remanescente. Isto 

provavelmente ocorreu devido ao momento da embriogênese, pois, entre cerca de 5 a 8 HAOs 

do desenvolvimento, células da serosa e do âmnion, que se originam na região dorsal do ovo 

(Christophers, 1960; Raminani & Cupp, 1975), ainda se encontram aderidas ao córion, uma 

vez que serosa e endocórion estão mais associados no início do desenvolvimento embrionário 

(Beckel, 1958). Isto já não ocorre em embriões mais tardios como os de 24 HAOs, pois nesse 

momento de desenvolvimento as membranas da serosa e âmnion já se romperam, sofrendo 

apoptose. 

Assim, este fato explicaria a região mais escura que pôde ser observada nos embriões 

de 5 HAOs. Os tratamentos tiveram o intuito de remover o córion por completo, porém, devido 

a este momento de formação das membranas extraembrionárias, o córion foi removido de 
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forma parcial, ficando a região dorsal do ovo com presença de córion remanescente, como foi 

observado nos diferentes tempos de exposição ao NaClO. 

De forma geral, os tempos de desenvolvimento de 5 e 24 HAOs obtiveram um bom 

funcionamento com relação ao protocolo de remoção, porém o mesmo não aconteceu no 

tempo de 12 HAOs. Em princípio, como o protocolo foi estabelecido para períodos iniciais 

como 5 HAOs, e mais tardios em 24 HAOs, os embriões de 12 HAOs como período 

intermediário aos previamente citados passaram por adaptações de protocolo e tempos de 

exposição ao hipoclorito de sódio.  

Porém, em embriões de 12 HAOs, a cutícula serosa, por estar recém-formada, ainda 

não é madura, uma vez que este processo de maturação se completa após 20 HAOs 

(Rezende et al., 2008). Dessa maneira, nos experimentos foi possível observar embriões 

bastante danificados, devido à desintegração da cutícula serosa. Assim, ao se desmantelar, 

expõe o embrião à ação das soluções do protocolo de remoção das cascas dos ovos, fazendo 

com que não se mantenham. 

Desta forma, a lavagem com NaClO deve ser suficiente para digerir o córion, porém 

não deve ser tão prolongada e concentrada a ponto de danificar o embrião (Beckel, 1958). A 

utilização do hipoclorito de sódio para a digestão do córion desfaz os crosslinkings entre as 

proteínas, causando a clarificação do endocórion, a qual, conjugada ao protocolo, promoveu 

a tentativa da retirada desses envoltórios.  

 Através dos resultados obtidos nos ovos de 24 HAOs, apesar de não ter sido realizada 

a retirada manual do endocórion e da cutícula serosa, foi possível observar que, em alguns 

embriões, houve o rompimento da cutícula serosa, o que, em concordância com Clemons et 

al. (2010) representa a etapa crucial para a realização dos ensaios de hibridização in situ.  

No entanto, a técnica de remoção manual pode mostrar-se mais laboriosa inicialmente, 

devido à característica delicada dos embriões, com possibilidade de danificá-los (Beckel, 

1958). Ainda assim, trabalhos que utilizaram protocolo de rompimento e remoção manual dos 

envoltórios (Goltsev et al., 2004, Goltsev et al., 2007; Goltsev et al., 2009; Clemons et al., 

2010) manipularam embriões em diferentes idades.  

Com isso, a técnica manual pode ser mais vantajosa comparada ao método que inclui 

a digestão química da casca dos ovos utilizada no presente estudo. Desta forma, em virtude 

de manusear embriões em períodos cruciais do desenvolvimento, como a formação da 

cutícula serosa, a remoção dos envoltórios manualmente pode obter maior sucesso para 

estudos de expressão gênica como a hibridização in situ.  

Apesar do protocolo utilizado neste trabalho evitar o contato físico com os embriões, o 

montante de ovos reduz-se significativamente até a fase da hibridização in situ, já que, durante 

a realização da fase anterior, se perde praticamente a metade dos ovos. Isto demanda 

experimentos de postura sincronizada em larga escala para obter uma grande quantidade 
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deles. Além do que foi abordado, percebe-se a necessidade de otimização do referido 

procedimento de remoção dos envoltórios em estudos futuros.  

 

6.2 Hibridização in situ para period no Aedes aegypti  

Estudos do nosso grupo de pesquisa investigam como o relógio endógeno de 

organismos vetores como Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus influencia os ritmos 

biológicos, dos quais podemos citar o ritmo circadiano de atividade locomotora. Assim, são 

investigados mecanismos moleculares do marcapasso endógeno dos organismos, 

submetidos à influência de sincronizadores ambientais como luz e temperatura (Gentile et al., 

2009; Lima-Camara et al., 2011; Gentile et al., 2013; Araripe et al., 2018; Farnesi et al., 2018; 

Padilha et al., 2018; Rivas et al., 2018), e os denominados Zeitgebers, capazes de promover 

a sincronização do relógio biológico dos organismos (Moore-Ede et al., 1982; Marques & 

Menna-Barreto, 1999).  

Por outro lado, a embriogênese se configura como evento independente dos ciclos de 

claro/escuro (dia e noite) para a expressão dos genes que controlam este ritmo de 

desenvolvimento. O tempo de embriogênese é marcado pelas horas após a postura dos ovos 

e por eventos significativos do processo, tais como a extensão e retração da banda 

germinativa, o fechamento dorsal e a organogênese. Assim, sabe-se que o tempo de 

desenvolvimento marcado pelas horas, que varia entre as espécies, é estritamente 

dependente da temperatura. Como citado anteriormente, no Ae. aegypti a 25 ºC, a 

embriogênese ocorre por volta de 77,4 HAOs, e, a 28 ºC, ocorre em torno de 61,6 HAOs 

(Farnesi et al., 2009).  

Houl et al. (2008) enfatizam ainda que coletas de embriões de D. melanogaster 

realizadas em diferentes CTs (do inglês: Circadian Times, funcionamento do relógio endógeno 

propriamente, sem influência da luz como sincronizador ambiental) ou também representado 

pela sigla DD (escuro constante, extraída do inglês ‘red dim light’ – luz fraca vermelha), 

permanecem com o mesmo perfil temporal de expressão de CLK e PER, independentemente 

do período da coleta, indicando que são controlados pelo desenvolvimento do embrião e não 

pela fase do ciclo circadiano em que os ovos foram fertilizados.  

Este grupo demonstra ainda, neste mesmo trabalho, que a expressão da proteína PER 

no cordão nervoso ventral e no cérebro dos embriões de D. melanogaster, nos estágios 

embrionários ES 12 e 14 (ES, do inglês Embryonic Stage), ocorrendo antes mesmo de CLK 

(ES 16). A ausência de imunorreatividade de CLK e a confirmação de padrão de localização 

idênticas de PER em mutantes de CLK (Clkjrk) indicam que period não é ativado por CLK/CYC 

nos estágios embrionários (Houl et al., 2008). Um padrão de ativação semelhante, 
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independentemente de CLK-CYC, acontece em ovários de fêmeas da espécie, em que PER 

não está associado à função circadiana oscilatória (Beaver et al., 2003).  

A relação do presente trabalho com os estudos de Houl et al. (2008) se estabelece 

pela análise dos resultados preliminares de RT-qPCR do grupo (anexo A), durante a 

embriogênese de Ae. aegypti. Os resultados de expressão do mRNA de period indicam que, 

nas primeiras horas da embriogênese até cerca de 8 HAOs, não se observa expressão deste 

gene, sendo sucedidos por um grande pico de expressão em 12 HAOs. Já a expressão do 

mRNA de Clock possui um pico durante a embriogênese tardia (44 HAOs).  

Este dado indicaria que period seria ativado por outro fator diferente de CLK/CYC, 

diferentemente do observado no relógio circadiano central na D. melanogaster, segundo 

Hardin (2011), assim como visto para a D. melanogaster em Houl et al. (2008). Contudo, ainda 

não foi possível elucidar a expressão no embrião por hibridização in situ no respectivo tempo 

para confrontar estes dados. Ainda assim, foi possível corroborar os resultados preliminares 

de RT-qPCR para period em experimentos de hibridização in situ nos tempos de 5 e 24 HAOs 

que não apresentam expressão para period em ambas as idades (anexo A).  

A diferença de expressão de Clk e period durante a embriogênese já relatada pela 

detecção de seu produto PER, identificada antes da expressão de CLK (Houl et al., 2008), 

sugere que outro fator de transcrição regule a expressão de mRNA e, consequentemente, a 

proteína PER. Um possível candidato seria o gene single-minded (sim), que possui 

similaridade em sequências nucleotídicas com period e é importante na emergência de células 

precursoras de SNC (Thomas et al., 1987; Crews et al., 1988), com função requerida em 

células da linha média para ativação da expressão de genes desta região (Nambu et al., 

1990).    

Por hibridização in situ, observa-se expressão de sim em células da linha média do 

SNC durante seu desenvolvimento na embriogênese, no cordão nervoso ventral e MEC (do 

inglês Midline Ectodermal Cells), ocorrendo expressão em células neuronais e não neuronais 

(Crews et al., 1988). A similaridade entre per e sim se dá pelo fato de ambos serem expressos 

no SNC embrionário, na linha média em desenvolvimento (sim), no subconjunto de células 

nesta região e no cordão nervoso ventral (per) na D. melanogaster (James et al., 1986; Crews 

et al., 1988; Houl et al., 2008).  

Mutantes de sim apresentam falhas nas divisões celulares e defeitos na formação de 

precursores das células nervosas, demonstrando a função primordial do gene sim em eventos 

de desenvolvimento de células da linha média (Nambu et al., 1991), uma vez que, sem este 

gene, não há correta e adequada ativação importante de genes para o SNC.  Isto corrobora 

com a ideia de que single-minded possa ser o regulador e ativador de period na 

embriogênese, já que, pelos resultados preliminares de RT-qPCR, o pico de expressão de 

period (12 HAOs) ocorre anteriormente ao de Clock (44 HAOs). 
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O gene sim é membro constituinte da família de fatores de transcrição (bHLH), do 

domínio bHLH-PAS, mesmo domínio de ligação proteína-proteína de PERIOD, sendo um dos 

primeiros genes da tríade descoberta neste grupo, PER-ARNT-SIM (Nambu et al., 1991; Lee 

et al., 1999). Além disso, sim possui detecção bem antes da transcrição de per (James et al., 

1986; Bargiello et al., 1987; Crews et al., 1988), o que reforça ainda mais a hipótese de que 

per pode estar sendo regulado por outros fatores de transcrição, no lugar de Clk, durante o 

desenvolvimento embrionário.  

Experimentos de Northern blot não identificaram mRNA de period em embriões de D. 

melanogaster, de 0 HAO a 6 HAOs, porém sua expressão aumenta gradativamente a partir 

deste ponto até 18 HAOs (James et al., 1986). Este dado pode ser consistente com os 

resultados preliminares de RT-qPCR de period em Ae. aegypti, que indicam que entre 0 HAO 

e 8 HAOs, que compreendem as horas iniciais de desenvolvimento, não há expressão deste 

gene, confirmado pela hibridização in situ em embriões de 5 HAOs, idade incluída neste 

período.  

Futuros experimentos de hibridização in situ e imunofluorescência em embriões 

tardios, após a organogênese, auxiliarão no processo de compreender a localização de 

expressão dos genes de relógio como period durante o desenvolvimento embrionário, objeto 

de estudo deste trabalho. Estudos configuram-se necessários para elucidar o perfil de 

expressão espaço-temporal durante a embriogênese do Aedes aegypti. 
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7- CONCLUSÕES 

 
Neste trabalho foi possível estabelecer um protocolo de sucesso para remoção 

das cascas dos ovos de Aedes aegypti, nos tempos de 5 e 24 HAOs, devido a 

alterações como o ajuste do tempo de exposição ao hipoclorito de sódio para a 

digestão das cascas. 

Através de experimentos de hibridização in situ, foi possível corroborar os 

resultados preliminares de RT-qPCR que demonstram que não há expressão de 

period em embriões de Ae. aegypti de 5 e 24 HAOs de desenvolvimento. 

Por último, foi constatada a necessidade de maiores estudos a fim de otimizar 

o protocolo de remoção das cascas dos ovos de 12 HAOs, 

 

Vemos, a partir das conclusões acima, as seguintes perspectivas teórico-

práticas:  

 Realização de novos testes e ajustes como alternativas de retirada dos 

envoltórios para posterior realização da hibridização in situ.  

 Caracterização da expressão de period por hibridização in situ, seguindo os 

resultados preliminares de RT-qPCR que apontam pico de expressão em 12 

HAOs.  

 Perfil de expressão de period ao longo da embriogênese de Aedes aegypti. 
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ANEXO A – Resultados preliminares de RT-qPCR de clock e period 

 

 

 

Expressão gênica de abundância relativa dos genes de relógio period e Clock em 

Aedes aegypti, evidenciando a expressão cronológica ao longo do desenvolvimento 

embrionário do mosquito, realizado a 28ºC, em ciclos de claro e escuro 12:12h. Fonte: Dados 

não publicados do LABIMI/IOC. Autoria: Rafaela Vieira Bruno. 
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ANEXO B – Protocolo das soluções utilizadas 
 
 

Millonig  

100 ml Formaldeído a 37% - CF [3,7%] 

800 ml H2O milli-Q 

18,6 g Fosfato de Sódio Monobásico (NaH2PO4) - [155mM] 

4,2 g Hidróxido de Sódio (NaOH) - [105mM] 

H2O Milli-Q avolumar para 1 litro 

 

TRPIS  

0,335 g Clorito de Sódio (NaClO2) - [3,7mM] 

8,7 ml de Ácido Acético Glacial  

H2O milli-Q quantidade suficiente para 100 ml 

 

SSC 20x 

17,53g Cloreto de Sódio (NaCl) - [3M]  

8,82g Citrato de sódio - [0,3M] 

H2O milli-Q quantidade suficiente para 100 ml 

 

Solução de Hibridização com DNA Esperma de Salmão – Hyb Buffer (5 ml) 

2,5 ml Formamida 100% - CF [50%] 

1,25 ml SSC 20x - CF [5x] 

1,0 µl DNA Esperma de salmão - CF [100 µg/ml]  

125 µl Heparina - CF [50 µg/ml]  

50 µl Tween-20 - CF [1%] 

Completar com H2O milli-Q quantidade suficiente para 5 ml 

 

Staining buffer (Tampão-AP) 

TRIS 1M – 1ml [100 mM] 

MgCl2 1M – 500 µl [50 mM] 

NaCl 3M - 320µl [960 mM] 

Tween-20 a 20% - 100µl [1%] 

H2O milli-Q quantidade suficiente para 10ml 

 

PBS (Phosphate Buffered Saline) – 1X 

800 ml de H2O milli-Q 

8g de NaCl - [137 mM] 

0,2g de KCl - [2,7 mM] 

1,44g de Na2HPO4 - [10 mM] 

0,24g de KH2PO4 - [2 mM] 

Avolumar solução para 1 litro  

 

PBST (Phosphate Buffered Saline + 0,05% Tween-20): 50 µl de Tween-20 puro para 100ml 

PBS 1X  

 

PBST (Phosphate Buffered Saline + 0,1% Tween-20):100 µl de Tween-20 puro para 100ml 

PBS 1X   
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ANEXO C – Protocolo para remoção das cascas dos ovos de Aedes aegypti  

(12 HAOs) 

 
1. Oviposição sincronizada durante 45 minutos 

2. Coleta dos ovos (entre 11-12 horas) 

3. Adicionar 1 ml de Trpis por 10 minutos.  

4. Lavar os embriões 3x com H2O Milli-Q, com spin entre as lavagens (utilizamos as 

curtas centrifugações em baixa rotação – 4800 rpm) 

5. Adicionar mistura de 500 µl de PBS 1x + formaldeído 9% e 500 µl heptano a -80ºC, 

vortexar por 1 minuto e deixar sob agitação por 1 hora. 

6. Retirar a fase inferior (aquosa) e adicionar 700 µl de metanol resfriado a -80ºC. 

Vortexar por 1 minuto. 

7. Retirar toda a solução e lavar 3x com metanol. 

8. Reidratar os embriões em PBS 1x + Metanol (1:1) e depois 100% PBS 1x 

9. Retirar o PBS 1x e adicionar 1 ml de Millonig e deixar fixando por 20 minutos sob 

agitação.  

10. Retirar o fixador e lavar os embriões 3x com PBS 1x 

11. Lavar os embriões com hipoclorito de sódio 50% (v/v) diluído em H2O Milli-Q por 2 

minutos e 40 segundos. 

12. Lavar 3x com PBST 1x (0,05% Tween-20) com spin (centrifugação em baixa rotação 

– 4800 rpm) 

13. Armazenar em geladeira em PBS 1x. 
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ANEXO D – Protocolo para remoção das cascas dos ovos de Aedes aegypti  

(24 HAOs) 

 
1. Oviposição sincronizada durante 45 minutos 

2. Coleta dos ovos (entre 23-24 horas) 

3. Adicionar 1 ml de Trpis por 5 minutos.  

4. Lavar os embriões 3x com H2O Milli-Q, com spin entre as lavagens (utilizamos as 

curtas centrifugações em baixa rotação – 4800 rpm) 

5. Adicionar mistura de 500 µl de PBS 1x + formaldeído 9% e 500 µl heptano a 

temperatura ambiente (25ºC), e deixar sob agitação por 1 hora. 

6. Retirar a fase inferior (aquosa) e adicionar 500 µl de H2O Milli-Q fervente. Vortexar por 

1 minuto. 

7. Retirar a fase inferior (aquosa) e adicionar 700 µl de metanol resfriado a -80ºC. 

Vortexar por 1 minuto. 

8. Retirar toda a solução e lavar 3x com metanol. 

9. Reidratar os embriões em PBS 1x + Metanol (1:1) e depois 100% PBS 1x 

10. Retirar o PBS 1x e adicionar 1 ml de Millonig e deixar fixando por 20 minutos sob 

agitação.  

11. Retirar o fixador e lavar os embriões 3x com PBS 1x 

12. Lavar os embriões com hipoclorito de sódio 50% (v/v) diluído em H2O Milli-Q por 1 

minuto e 20 segundos. 

13. Lavar 3x com PBST 1x (0,05% Tween-20) com spin (centrifugação em baixa rotação 

– 4800 rpm) 

14. Armazenar em geladeira em PBS 1x. 
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ANEXO E – Testes de Hibridização in situ realizados 

Figura I: Hibridização in situ para period em embriões 24 HAOs no protocolo de remoção das cascas dos 

ovos antes dos ajustes, com 1 minuto e 20 segundos de exposição em 50% NaClO (v/v), mostrando grande 

parte do córion ainda remanescente (A, B, D), e com extrusão do conteúdo, sem marcação para period (A-

B). Sonda controle (C-D). Barra de escala: 500µm. Aumento de 100x. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II: Hibridização in situ para period em embriões de 12 HAOs, com 1 minuto e 20 segundos de 

exposição em 30% NaClO (v/v), mostrando grande parte remanescente da casca dos ovos (A,B,D,E) que 

não foi removida com sucesso, não sendo possível observar expressão de period nesta idade (A-C). Sonda 

controle (D-E). Barra de escala: 500µm. Aumento de 100x. 
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Figura III: Hibridização in situ para period em embriões 12 HAOs com 1 minuto e 20 segundos de exposição 

em 50% NaClO (v/v), mostrando grande parte do córion ainda remanescente (A, B, E), sem sucesso para 

marcação para period (A-C). Sonda controle (D-F). Barra de escala: 500µm. Aumento de 100x.  

 

 


