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V - RESUMO

Aedes aegypti (Diptera:Culicidae) é um mosquito vetor de diversos patdogenos
causadores de doencas importantes como Zika e dengue. Aspectos do
comportamento dos mosquitos tém papel importante na dinadmica das doencas
transmitidas por eles e, por isso, uma area particularmente relevante € o estudo dos
ritmos circadianos. Apesar da sua importancia meédica, pouco sabemos sobre o
controle molecular dos ritmos circadianos de mosquitos. Os genes de reldgio ja sdo
descritos em mosquito, porém ainda ndo se sabe como esses genes interagem entre
si. A caracterizacdo funcional dos genes nos individuos torna-se especialmente dificil
devido a falta de ferramentas genéticas tais como aquelas disponiveis no modelo
Drosophila melanogaster. A fim de entendermos como os genes de relégio funcionam,
procuramos estabelecer o modelo de cultura de células para o estudo circadiano.
Vimos que a linhagem celular embrionaria Aag2 de Ae. aegypti expressa 0s principais
genes de reldgio e estudos anteriores demonstraram que esta linhagem constitui um
bom modelo para estudos imunoldgicos por responderem de forma semelhante ao
gue ocorre no mosquito. Deste modo, caracterizamos o perfil de expresséao circadiana
dos genes de relégio na linhagem Aag2 por PCR quantitativo em tempo real em
células nao infectadas em diferentes fotoperiodos (claro/escuro — LD12:12 e escuro
constante — DD) e em células infectadas com DENV2 em LD12:12. Dos dez genes de
relégio analisados, apenas per apresentou um perfil de expressao ciclico nessas
células, no regime de LD12:12. J4 em DD, todos os genes apresentaram um perfil
arritmico de expressao, sugerindo entdo que o Zeitgeber luz é um importante
sincronizador ambiental do reldgio para essas células. Durante a padronizacdo da
infecgéo pelo DENV2, vimos que a auséncia de soro no meio de cultura, necessario
para a realizacéo da infec¢ao é prejudicial, pois ha uma redugcéo no niumero de células
da cultura. Por fim, em células infectadas com DENV2 vimos que nenhum gene
apresentou um perfil de expressao ciclico, o que nos sugere que para as células Aag2
talvez seja necessaria a sincronizagao do ciclo celular, para que haja um perfil de

ciclagem, tal como ocorre em células de mamiferos quando sincronizadas.
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VI-ABSTRACT

Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) is a mosquito vector of several pathogens that
cause important diseases such as Zika and dengue. Aspects of mosquitoes behavior
play an important role in the dynamics of the diseases transmitted by them. Therefore,
a particularly relevant area is the study of the circadian rhythms. Despite their medical
importance, we don’t know much about the molecular control of circadian rhythms of
mosquitoes. Clock genes are already described in the mosquito, but it is not yet known
how these genes interact with each other. Functional characterization of genes in
individuals is especially difficult because of the lack of genetic tools such as those
available in the Drosophila melanogaster model. In order to understand how clock
genes work, we sought to establish the cell culture model for the circadian study. We
have seen that the embryonic cell line Aag-2 of Ae. aegypti expresses the major clock
genes, and previous studies have shown that this cell lineage is a good model for
immunological studies because they respond in a similar way to what occurs in the
mosquito. Thus, we characterized the circadian expression profile of the clock genes
in the Aag-2 lineage by quantitative real-time PCR in uninfected cells in different
photoperiods (light/dark - LD12:12 and constant darkness - DD) and in infected cells
with DENV2 in LD12:12. Of the ten clock genes analyzed, only per showed a cyclic
expression profile in these cells in the LD12:12 photoperiod. In DD all the genes
presented an arrhythmic expression profile, suggesting then that the Zeitgeber light is
an important environmental clock synchronizer for these cells. During standardization
of infection by DENV2, we have seen that the absence of serum in the culture medium
required to perform the infection is detrimental as there is a reduction in the number of
cells in the culture. Finally, in cells infected with DENV2, we observed that no gene
had a cyclic expression profile, suggesting that for Aag2 cells, cell cycle
synchronization may be necessary to occur a cycling profile, as it does in mammalian

cells when synchronized.
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1. INTRODUCAO

1.1 O Reldgio Circadiano

A partir do surgimento da vida na Terra, os seres vivos foram submetidos a
ciclos diarios de luz e temperatura, devido ao movimento de rotacéo que o planeta faz
em torno do seu proéprio eixo. Deste modo, os organismos desenvolveram oscilagées
diarias na sua fisiologia e comportamento com um periodo de aproximadamente 24
horas, denominados de “ritmos circadianos” (do latim circa = cerca e diem = dia)
(Moore-Ede et al, 1982; Marques & Menna-Barreto, 2003).

Estudiosos desde a antiguidade ja sugeriam a importancia desses ritmos.
Entretanto, em 1729 o astrénomo francés Jean Jacques d'Ortous de Mairan observou
o primeiro indicio do carater enddgeno do ritmo circadiano ao analisar o
comportamento da planta Mimosa pudica (“dormideira”). Ele viu que esta planta abria
suas folhas durante o dia e fechava durante noite. Assim, de Mairan submeteu essa
planta a auséncia completa de luz e observou que, mesmo sem o estimulo luminoso,
a Mimosa pudica mantinha o mesmo comportamento, indicando entdo que havia uma
ritmicidade enddgena de abertura e fechamento das folhas, independente do estimulo
ambiental (Moore-Ede et al, 1982; Marques & Menna-Barreto, 2003) (Figural.l).

Figura 1.1: Representacdo do experimento realizado por de Mairan. Espécimes de Mimosa pudica
foram mantidas em luz natural e em escuro completo (dentro das caixas). Ele observou que, mesmo
sem a luz, as plantas continuavam abrindo as suas folhas durante o dia subjetivo e as fechando durante

a noite subjetiva (Fonte: Amoretty et al, 2013).



A ritmicidade que persiste mesmo na auséncia de indicadores ambientais -
sendo chamada de “persisténcia em livre — curso” - foi considerada a primeira
propriedade do relogio circadiano (Moore-Ede et al, 1982; Marques e Menna-Barreto,
2003; revisado em Bruno et al, 2012).

Entretanto, a sincronizacdo do reldgio enddgeno € feita através de fatores
ambientais externos (como por exemplo, luz e temperatura). Esta condicdo € chamada
de “arrastamento” do reldégio, sendo caracterizada como a segunda propriedade do
relégio circadiano (Moore-Ede et al, 1982; Pittendrigh, 1993). Os indicadores
ambientais que promovem a sincronizacao do relégio, foram chamados de Zeitgebers
(do alemao: “doador de tempo”), tendo como principal funcéo, ajustar o ritmo em livre-
curso e manter o periodo do ritmo em exatas 24 horas (Moore-Ede et al, 1982;

Marques e Menna-Barreto, 2003; revisado em Bruno et al, 2012).

A terceira e ultima propriedade do relégio circadiano foi estabelecida através
das contribui¢cdes do pesquisador Colin Pittendrigh nas décadas de 50 e 60 utilizando
a mosca Drosophila pseudoobscura. Ele observou que o periodo de eclosdo desta
mosca, que geralmente ocorre pela manha em condi¢cdes normais, ndo era alterado
em escuro constante mesmo quando a temperatura era diminuida em 10°C
(Pittendrigh, 1954). Esta propriedade ficou conhecida como “termo compensagao”, ou
seja, o periodo em livre curso do relégio circadiano permanece uniforme mesmo em
diferentes temperaturas constantes, dentro da faixa que € permissiva para a fisiologia
de cada espécie (Moore-Ede et al, 1982; Johnson et al, 2003; revisado em Bruno et
al, 2012).

1.2 Bases moleculares do relégio circadiano: Drosophila melanogaster como
organismo modelo

Em 1971, Ronald Konopka e Seymour Benzer descreveram o primeiro gene
envolvido no ritmo circadiano, period (per). Através de mutagénese quimica, eles
geraram trés linhagens de Drosophila melanogaster mutantes, que tinham padrdes
diferentes daqueles observados em moscas ndo mutagenizadas nos ritmos de

ecloséo e atividade locomotora. Ao mapear as mutacoes, eles observaram que todas
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elas eram no mesmo locus génico, dando a este gene o nome de period. Quando
submetidas em regime de escuro constante, as moscas pershot (persS) apresentaram
um periodo de 19h, ao contrario da mosca selvagem que apresenta um periodo de
~24h. J4 os mutantes per-°"d (pert) apresentaram um periodo de ~29h. E os mutantes
per®l eram arritmicos (Figura 1.2) (Konopka & Benzer, 1971; Saunders, 2002).

24h

]

per*

per®

=
=
-

Figura 1.2 Representacdo do experimento de atividade locomotora em escuro constante dos

mutantes para o gene per em D. melanogaster (per*): as moscas que possuem o alelo selvagem
apresentam um periodo endégeno de ~24h; (perS): moscas que possuem um periodo endégeno de 19
horas; (pert): moscas que apresentam um periodo de 29 horas; (per®): sdo arritmicos, ou seja, ndo
possuem um periodo definido. No grafico, as barras horizontais retratam periodos de 24h em varios
dias. A cor amarela representa o horario de repouso, e a cor verde, 0 horario de atividade (Fonte:

Konopka & Benzer, 1971, e adaptada por Rivas, 2010).
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Entretanto, a contribuicdo de per no reldgio so6 foi esclarecida cerca de 12 anos
mais tarde, quando o gene foi clonado e isolado pela equipe de Michael Rosbash,
Jeffrey Hall e Michael Young (Bargiello & Young, 1984; Reddy et al, 1984; Zehring et
al, 1984). Os trés cientistas, em 2017, foram laureados com o Prémio Nobel de

Medicina e Fisiologia por suas descobertas sobre o relégio circadiano.

Desta data até hoje, outros importantes genes envolvidos no reldgio circadiano
de D. melanogaster foram descritos e caracterizados molecularmente, como timeless
(tim) (Sehgal et al, 1994), Clock (CIk) (Allada et al, 1998), cycle (cyc), (Rutila et al,
1998), cryptochrome (cry) (Stanewsky et al, 1998), vrille (vri) (Glossop et al, 2003),
PAR domain protein 1 € e 6 (Pdp1 &) (Cyran et al, 2003; Zheng et al, 2009) e
clockwork orange (cwo) (Kadener et al, 2007; Lim et al, 2007; Matsumoto et al, 2007),
mostrando que o reldgio central deste inseto, quando sincronizado pela luz, é
controlado por diversos genes interligados em 3 alcas regulatorias de
retroalimentacdo negativa que se interconectam (revisado em Boothroyd & Young
2008; Zhang & Kay 2011). Mais recentemente, o gene Ecdysone-induced protein 75
(E75) também foi descrito como um gene que participa do controle molecular do

reldgio circadiano em D. melanogaster (Kumar et al, 2014).

1.2.1 Primeira alca regulatéria do relégio circadiano em D. melanogaster

Na primeira al¢a regulatéria do reldgio, os fatores de transcricdo CLOCK (CLK)
e CYCLE (CYC) formam um heterodimero e se ligam as regides E-Box (CACGTG)
dos genes period (per) e timeless (tim) promovendo a transcricdo desses genes. As
proteinas PERIOD (PER) e TIMELESS (TIM) se acumulam no citoplasma cerca de 6
a 8 horas apos o pico de expressao dos seus respectivos mRNAs. Essa diferenca que
ocorre entre o acumulo dos mMRNAs e das proteinas se da pela fosforilacdo de PER
pela quinase DOUBLETIME (DBT) que a marca para degradagao via proteassoma.
Entretanto, quando as concentracdes de TIM aumentam no citoplasma, PER se
estabiliza através da associagéo a TIM, e devido a acdo da fosfatase PP2A (PROTEIN
PHOSPHATASE 2A) (Sathyanarayanan et al, 2004), que remove os fosfatos de PER



anteriormente adicionados por DBT, formando o heterodimero PER-TIM (Price et al,
1998, Kloss et al, 2001, revisado em Hardin, 2011).

DBT associa-se a PER-TIM, formando o complexo PER-TIM-DBT (Kloss et al,
2001). As quinases CASEINA QUINASE 2 (CK2) e SHAGGY (SGG) fosforilam PER e
TIM respectivamente, e isto faz com que este complexo seja translocado para o
nacleo, se ligue a CLK, fosforilando esta proteina através de DBT, e,
consequentemente reprimindo a ligacdo de CLK-CYC as regibes promotoras dos
genes per e tim (Yu et al, 2006, revisées em Allada & Chung, 2010 e Hardin, 2011)
(Figura 1.3).

Citoplasma Nucleo

Figura 1.3 Representacdo da primeira al¢a do relégio em D. melanogaster Resumidamente, os
fatores de transcricdo CLK-CYC se ligam as regides E-BOX dos genes per e tim e promovem a
transcricdo desses genes. Suas proteinas formam um complexo juntamente com DBT e apés sofrerem
modificagcdes pos-traducionais mediadas por quinases e fosfatases, entram no nicleo e reprimem a
sua propria transcri¢ao; A linha dupla representa o envelope nuclear; linha sinusoidal, a expressao do
RNA mensageiro; setas, o fluxo de etapas; linhas pontilhadas, momentos em que as proteinas sao
fosforiladas; linhas com barras (bloqueadas), represséo transcricional; P, sitios de fosforilagcdo (Fonte:

Modificado de Hardin, 2011).



Entretanto, o reldgio circadiano é sincronizado por fatores ambientais externos,
como por exemplo, a luz. Na presenca de luz, a flavoproteina CRYPTOCHROME
(CRY) muda a sua conformacéo, se tornando ativa, permitindo sua ligacdo a TIM, o
gue resulta na degradacéo desta ultima via proteassoma (Figura 1.4). Deste modo,
também h& a diminuicdo de PER, ja que ela se torna instavel devido aos baixos niveis
de TIM. Sem a repressédo exercida por PER-TIM-DBT, CLK-CYC ativa novamente a
transcricdo de per e tim, reiniciando um novo ciclo no relégio (Emery et al, 1998,
Stanewsky, 2003, revisado em Hardin, 2011).

)
4

s CRY) TIM

TIM

Citoplasma

Figura 1.4: Aluz como sincronizador ambiental do relégio. Na presenca de luz, CRY se torna ativa
e recruta TIM para degradacéo via proteassoma, reiniciando o ciclo no reldgio (Fonte: Modificado de
Hardin, 2011).



1.2.2 Segunda e terceira alcas regulatorias do relogio circadiano em D.
melanogaster

Na segunda alca do reldgio, o heterodimero CLK-CYC ativa a transcricdo dos
genes vrille (vri) e PAR domain protein € (PDP1¢). O controle transcricional de Clk é
realizado por VRI e PDP1¢. VRI atua como um repressor de Clk, PDP1e atua como

um ativador transcricional (Cyran et al, 2003) (Figura 1.5).

A proteina VRI se acumula no mesmo momento que o seu transcrito, e quando
seus niveis aumentam, VRI se liga ao sitio V/P box (VRI/PDP1 box) presente na regiao
promotora de CIk, promovendo sua repressao (Cyran et al, 2003, Glossop et al, 2003,
revisado em Hardin, 2011). Entretanto PDP1¢ acumula-se no citoplasma cerca de 4
horas mais tarde que VRI, possivelmente devido as diferencas de meia-vida dos
transcritos. Deste modo, PDP1¢ se liga ao sitio V/P box promovendo a transcricdo de
Clk. Acredita-se que a diferenca de fase entre VRI e PDP1¢ seja responsavel pela
modulacéo ciclica de Clk (Benito et al, 2007, Zheng et al, 2009).

Contudo, CLK nado apresenta variacdo ciclica. Porém a fosforilacdo desta
proteina ocorre de maneira circadiana. Quando CLK estd hiperfosforilado, esta
ocorrendo a maxima repressao de per e tim, sugerindo entdo, que CLK seja mais ativo
guando hipofosforilado (Kim & Edery, 2006; revisado em Amoretty et al, 2013). Ja cyc
apresenta um perfil constitutivo tanto em seu transcrito, como em sua proteina (Rutila
et al, 1998).

A terceira alca do relogio envolve a transcricdo do gene clockwork orange
(cwo). O heterodimero CLK-CYC se liga a regido E-Box do gene cwo e promove a sua
transcricdo. Este gene vem sendo implicado como um repressor transcricional do
relogio, pois o seu produto parece se ligar a sitios E-boxes de outros genes, 0 que por
competicdo acabaria por inibir CLK-CYC (Kadener et al, 2007; Lim et al, 2007,
Matsumoto et al, 2007) (Figura 1.5).

Por fim, o gene Ecdysone-induced protein 75 (E75) parece atuar no controle
molecular do reldgio circadiano em D. melanogaster. Moscas silenciadas para E75
apresentam um padrao de atividade locomotora arritmico (Jaumouillé et al, 2015) e,

embora ndo se tenha elucidado completamente o papel do E75, € sugerido que sua
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proteina iniba a transcricdo de Clk em conjunto com VRI, ou sozinho e que PER
também poderia inibir a atividade de E75 no promotor de Clk (Kumar et al, 2014)
(Figura 1.5).

E-box

\ . \\ '\\ / =
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|
| ,

:
Citoplasma ". Nucleo

Figura 1.5 Representacdo da segunda e terceira al¢as do relégio em D. melanogaster: Os fatores
de transcricdo CLK-CYC se ligam as regifes regulatérias dos genes vri, Pdp1e, cwo e E75 promovendo
a transcricdo desses genes. VRI atua como um repressor transcricional de Clk, PDP1g, como ativador.
CWO parece atuar inibindo a atuacédo de CLK-CYC, e consequentemente reprimindo a sua prépria, e
atranscricdo de outros genes. Ja E75 parece atuar inibindo a transcri¢cdo de Clk sozinho ou em conjunto
com VRI, e PER atuaria inibindo a atividade de E75 no promotor de Clk; A linha dupla representa o
envelope nuclear; A linha sinusoidal, a expressdo do RNA mensageiro; Setas fechadas, a traducéo das
proteinas; Setas abertas, a ativacdo da transcrigdo; Linhas com barras (bloqueadas), a represséo da
transcricéo; Ponto de interrogacao, representa a duvida de como E75 atua na repressao do gene Clk
(Fonte: Hardin, 2011, modificado por Teles de Freitas, 2015).



1.3 Relogio circadiano em insetos ndo modelos

1.3.1 O relogio de Aedes aegypti

Os mosquitos Aedes aegypti (Diptera:Culicidae) sédo vetores de uma série de
patégenos que causam doencas importantes, tais como a Zika e dengue (Ruckert et
al, 2017). Originario do continente africano, este mosquito € encontrado em domicilio
humano e peridomicilio. Atualmente ocorre em &reas tropicais e subtropicais com
concentragdes no Brasil (onde esta presente em todos os estados) e sudeste da Asia
(Braga e Valle, 2007, Kraemer et al, 2015).

Aspectos do comportamento de insetos vetores tem um papel importante na
dindmica de transmisséo de doencas. Contudo, ainda nédo esta elucidado como ocorre
o controle molecular dos ritmos de atividade e alimentacdo apresentados por
mosquitos (Clements 1999; Saunders 2002; Klowden & Zwiebel 2004).

Em mosquitos, Gentile e colaboradores (2009) descreveram o padréo de
expressdo do RNA mensageiro dos sete principais genes da primeira e segunda alcas
regulatérias do relégio em Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus, em ciclos de claro e
escuro, ao longo de 24 horas. Em ambas espécies pode-se observar, de maneira
geral, um perfil de expressao semelhante ao que é visto em Drosophila melanogaster:
Os genes period e timeless tém seu pico de expressao na escotofase (fase escura) e
em antifase com os picos dos genes Clock e cycle. Este ultimo, por sua vez apresenta
padrdo de expressao ciclico, ao contrario do que € visto para D. melanogaster. Os
genes vrille e Pdpl apresentam seus picos de expressao em fases distintas, o que
sugere uma competicdo entre os dois genes pelos mesmos sitios de regulagéo, tal

como em D. melanogaster (Figura 1.6).
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Figura 1.6 Expressdo circadiana de genes do relégio em cabeca de fémeas virgens dos
mosquitos Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus avaliada por PCR quantitativo em tempo real. Os
graficos mostram a expressao dos genes per, cyc, tim, CIk, vri e Pdpl em regimes de claro/escuro (LD,
linhas tracejadas) e escuro constante (DD, linhas continuas). As linhas cinzas representam a expressao
dos genes em Ae. aegypti e as pretas, em Cx. quinquefasciatus. O eixo y indica a abundancia relativa
do RNAm e o eixo x, 0 ZT (Zeitgeber luz) em LD e o CT (Circadian Time, o tempo circadiano, em DD).
Jé a barra branca indica a fase clara em LD, a barra hachurada representa o dia subjetivo em DD (fase
em que a luz estaria acesa em um regime claro/escuro) e barra preta indica a fase escuraem LD e a
noite subjetiva em DD. Os pontos representam LD e os triangulos, DD (Fonte: modificado de Gentile et
al, 2009).
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Entretanto, uma diferenca observada com relacdo ao relégio de D.
melanogaster € que, em mosquitos dos géneros Aedes e Culex existem duas formas
do gene cryptocrome: uma semelhante ao fotoreceptor (cryl) de Drosophila e outra
(cry2), que € ortéloga ao repressor transcricional encontrado em vertebrados (Yuan et

al, 2007) e ausente na mosca de frutas.

A expressao do gene cryl apresenta-se constitutiva, mas a expressao de cry2,
ao contrario do que € visto para Cx. quinquefasciatus, apresenta um padrdo bimodal
em Ae. aegypti, ou seja, dois picos de expressdo génica. No entanto, ainda nao
sabemos qual a importancia destes dois picos na regulacdo do relégio circadiano.
Especula-se que as diferencas observadas na expressao de cry2 entre estas duas
espécies poderiam contribuir para os distintos padrées de atividade observados em

Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus (Figura 1.7) (Gentile et al, 2009).

Recentemente, um estudo realizado com mosquitos Ae. aegypti (insetos
diurnos) e Anopheles coluzzi (insetos noturnos) mostrou diferencas no acumulo da
proteina PER no cérebro de fémeas dessas duas espécies. Embora PER seja
expressa nos neurdnios laterais dos dois insetos, foi visto que em Ae.aegypti, PER
também é expresso nos neurbnios medianos-anteriores, enquanto que em An.
Coluzzi, esta proteina é expressa nos pars intercerebralis (neurénios que Ae. aegypti
ndo possui), indicando que ha diferencas no circuito neuronal circadiano de mosquitos

diurnos e noturnos (Baik et al, 2019).

Além disso, foi observado que PER apresenta um perfil de expressao ciclico,
com seu pico de expressao em momentos diferentes para as duas espécies. Enquanto
PER tem um acumulo nos neurénios laterais no fim da noite/inicio do dia em Ae.
aegypti, em An. coluzzi os niveis da proteina PER atingem o pico no fim do dia/inicio
da noite nesse mesmo grupo neuronal, indicando mais uma vez uma regulagéo
circadiana distinta entre insetos diurnos X noturnos. E embora nédo seja possivel
estabelecer uma correlacéo direta, é sugerido também o papel desta proteina na
modulacao do padrédo de atividade em diferentes momentos do dia nestes dois insetos
(Baik et al, 2019).
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Figura 1.7: Expressao circadiana de genes do relégio em cabeca de fémeas dos mosquitos Ae.
aegypti e Cx. quinquefasciatus avaliada por PCR quantitativo em tempo real. Os graficos mostram
a expressao dos genes cryptochrome 1 e 2 em regimes de claro/escuro (LD, linhas tracejadas) e escuro
constante (DD, linhas continuas). As linhas cinzas representam a expressdo dos genes em Ae. aegypti
e as pretas, em Cx. quinquefasciatus. O eixo y indica a abundancia relativa do RNAm e o eixo x, 0 ZT
(Zeitgeber luz) em LD e o CT (Circadian Time, o tempo circadiano) em DD. Ja a barra branca indica a
fase clara em LD, a parte hachurada representa o dia subjetivo em DD (fase em que a luz estaria acesa
em um regime claro/escuro) e barra preta indica a fase escura em LD e a noite subjetiva em DD. Os

pontos representam LD e os triangulos DD (Fonte: Modificado de Gentile et al, 2009).
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1.3.2 O Virus Dengue e a modulacao do relégio em Aedes aegypti

Dentre as arboviroses de grande importancia médica transmitida pelo
Ae.aegypti, estd a Dengue (DENV). Pertencente ao género Flavivirus e familia
Flaviviridae, o DENV é um virus envelopado, de RNA senso positivo e de cadeia
simples. Compreende quatro sorotipos (DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4)
antigenicamente distintos, que diferem um do outro em 25-40% em nivel de
aminoacidos (Byk & Gamarnik, 2016). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a
doenca causada por este arbovirus € endémica em mais de 100 paises (WHO, 2016),
e acomete cerca de 400 milhdes de pessoas por ano (CDC, 2019). O Brasil
atualmente, apresenta o maior numero de pessoas infectadas pelo DENV nas

Américas onde ha circulacdo dos quatro sorotipos. (Ramos-Castafieda et al, 2017).

Jé& foi visto pelo nosso grupo que fémeas de Ae. aegypti infectadas pelo DENV2
e mantidas em LD12:12 tém um aumento no padrdo da sua atividade locomotora
gquando comparadas com mosquitos controles, sugerindo que a infeccdo por esse
virus poderia ter um papel na modulacdo deste comportamento no mosquito. Uma vez
gue o reldgio circadiano regula os ritmos de atividade em insetos (Saunders, 2002) é
possivel que o reldgio circadiano possa atuar na dinamica da transmissao de doencas
(Figura 1.8) (Lima-Camara & Bruno, et al, 2011).

13



16 . — Infectados

14 — Controle

1.0 4

08 -

Atividade

0.6

0.4 4

0.2 4

0.0

1 23 45 6 7 8 91011121314151617 1819 20 21 2223 24

Tempo (ZT)

Figura 1.8: Atividade locomotora de fémeas de Ae. aegypti infectadas e ndo infectadas pelo
DENV2. As fémeas infectadas (em vermelho) apresentam um aumento significativo de atividade
quando comparadas as fémeas nao infectadas (em azul). O eixo y representa a atividade locomotora
dessas fémeas ao longo de 24 horas. O eixo x representa o Zeitgeber luz, onde a barra branca significa
as 12 horas de claro e a barra preta as 12 horas de escuro. Sendo o ZT1, uma hora apés o acender
das luzes e 0 ZT13, uma hora ap6s o apagar das luzes. (Fonte: modificado de Lima-Camara & Bruno
et al, 2011).

14



1.3.3 Danaus plexippus

Em 2008, Zhu e colaboradores estabeleceram o perfil de expressao de genes
de relogio em cabecas de borboletas monarcas (Danaus plexippus) em 12 horas de
claro e 12 horas de escuro e em escuro constante. Assim como em mosquitos, as
borboletas monarcas possuem as duas formas do gene cryptochrome (Yuan et al,
2007). Foi observado que, nos dois regimes, per e tim apresentam um perfil de
expressao ciclico nessas borboletas, enquanto que cryl e cry2 sdo arritmicos (Figura
1.9) (Zhu et al, 2008).
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Figura 1.9: Expressédo dos genes de relégio em cabecas de borboletas monarcas. Os graficos
mostram a expresséo dos genes per, tim, cryl e cry2 em 12 horas de claro e 12 horas de escuro (LD)
e em escuro constante (DD). O eixo y indica a abundéancia relativa de RNAm e o eixo x, o ZT (Zeitgeber
luz) ou CT, o tempo circadiano em DD. As barras brancas/pretas representam 12 horas de claro/12
horas de escuro e as barras cinzas/pretas representam o dia a e noite subjetiva, respectivamente, em
DD (Fonte: Modificado de Zhu et al, 2008).
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Entretanto, é proposto que CRY2 tenha um papel essencial na repressao do
relogio neste inseto. CLK-CYC se ligariam as regides regulatorias dos genes per, tim
e cry2 e promoveriam a transcricdo desses genes. No citoplasma, as proteinas PER,
TIM e CRY2 ou somente PER e CRY2 formariam complexos, entrariam no nucleo e
reprimiriam a sua propria transcricdo. E tal como em D. melanogaster, CRY1 estaria
responsavel por se ligar a TIM e promover a degradacdo desta proteina via
proteassoma, e CK2, DBT e PROTEINA FOSFATASE 2A (PP2A) estariam envolvidas
nas modificacdes pos traducionais de PER e TIM. Porém, os genes responsaveis pela
degradacdo de CRY2 ainda sdo desconhecidos (Figura 1.10) (Zhu et al, 2008,
revisées em Reppert et al, 2016, Niepoth et al, 2017).

Degradacaovia PPIA
proteassoma ——

DBT l
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Figura 1.10: Modelo de regulacdo da primeira al¢a do rel6gio proposto para Danaus plexippus.
CLK-CYC promovem a transcricdo de per, tim e cry2. TIM, PER e CRY2 ou PER e CRY2 formam
complexos e reprimem a sua prépria transcricdo. Em contrapartida, na presencga de luz, CRY1 promove
a degradacao de TIM via proteassoma sinalizada através de SGG e JETLAG (JET). CK2, DBT e PP2A
estdo envolvidas nas modifica¢des pds traducionais de PER e TIM; A al¢a de retroalimentacdo negativa
€ representada pelas setas grossas que estdo em circulo. A linha com barra (blogueada) representa
repress@o da transcricdo; Linha sinusoidal, o RNA mensageiro; Em vermelho, as proteinas, e os
circulos tracejados em vermelho representam a degradacao dessas proteinas. O ponto de interrogagéo
em vermelho representa o desconhecimento sobre os genes responsaveis pela degradacao de CRY2
(Fonte: Modificado de Reppert et al, 2016).
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1.4 Estudo do reldgio circadiano em cultura de células de insetos

O modelo de regulacéo do relégio em borboletas monarcas foi proposto gracas
ao estudo molecular da expressdo génica circadiana em células embrionarias
provenientes da propria borboleta. O estudo com as células da linhagem DpN1 se
mostrou indispensavel para explorar o mecanismo do reldgio circadiano neste inseto

(revisado em Reppert, 2016).

Em paralelo ao estabelecimento do perfil de expressdo na cabeca de
borboletas monarcas, Zhu e colaboradores (2008), também descreveram o perfil de
expressao dos genes per, tim, cryl e cry2 em células DpN1. Em LD, per, tim e cry2
apresentaram um perfil de expressao ciclico nessas células, enquanto cryl se
mostrou arritmico. Quando submetidas a escuro constante, todos o0s genes
apresentaram um perfil de expresséo arritmico nessas células (Figura 1.11) (Zhu et
al, 2008).

Estabelecer o perfil de expressao génica circadiana nessas células foi essencial
para especular como era 0 mecanismo da primeira alca de regulacao do reldgio neste
inseto. Como citado anteriormente, borboletas monarcas expressam um segundo tipo
do gene cryptochrome - cry2, que codifica uma proteina vertebrado — like, cujo papel
€ de repressor transcricional. Para analisar a funcao de cry2 nas borboletas monarcas,
0s autores utilizaram as células DpN1, silenciaram esse gene por RNA de interferéncia
e monitoraram os niveis do transcrito de per por 24h em LD. Com o knockdown de
cry2, os niveis do RNA de per se mantiveram altos e sem oscilacdo durante as 24h,
diferentemente do controle (células silenciadas para o gene que codifica a proteina
GFP — do inglés green fluorescent protein), em que per apresentava um perfil de
expressao ciclico nessas células. Este resultado foi importante para confirmar que
cry2 tinha um papel de repressor transcricional do relégio nas células DpN1 (Figura
1.12) (Zhu et al, 2008).
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Figura 1.11: Expresséao dos genes de relégio em células embrionarias DpN1. Os graficos mostram
a expressao dos genes per, tim, cryl e cry2 em 12 horas de claro e 12 horas de escuro (LD) e em
escuro constante (DD). O eixo y indica a abundancia relativa de RNAm e o eixo x, o ZT (Zeitgeber luz)
ou CT, o tempo circadiano em DD. As barras brancas/pretas representam 12 horas de claro/12 horas
de escuro e as barras cinzas/pretas representam o dia a e noite subjetiva, respectivamente, em DD.
(Fonte: Modificado de Zhu et al, 2008).
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Figura 1.12: O knockdown de cry2 torna per arritmico nas células DpN1. O eixo y representa a
expressao relativa do RNAmM de pere o eixo x,0 ZT (LD12:12). O dsRNA para GFP serviu como controle

do experimento (Fonte: Modificado de Zhu et al, 2008).

Assim como as células DpN1 de Danaus plexippus, as células S2 de Drosophila
melanogaster que ndo expressam genes candnicos do relégio circadiano, como por
exemplo Clk e cyc, s&o bastante utilizadas para o aprofundamento no entendimento
do relégio circadiano neste inseto (Nawathean et al, 2005, Ozturk et al, 2011, Rey et

al, 2018).

Foi visto para essas células, inclusive que, mesmo na auséncia de importantes
genes do reldgio, muitos transcritos e proteinas, especialmente, do metabolismo
celular, sdo expressos de modo ciclico, sem a contribuicdo de qualquer regulador
circadiano conhecido, sugerindo entdo, uma reconsideracdo dos modelos existentes do

mecanismo de relogio em Drosophila (Rey et, al, 2018).

Deste modo, o uso de linhagens celulares é uma alternativa para o estudo acerca

do relégio circadiano, principalmente em organismos nao modelo.
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1.5 Linhagem celular Aag2 de Aedes aegypti

As células Aag2 de Ae. aegypti foram originalmente isoladas por Peleg (1968)
a partir de ovos coletados em diferentes fases do desenvolvimento embrionario.
Entretanto, somente na década de 90, estas células foram estabelecidas como

linhagem celular, por Lan e Fallon (1990).

As células Aag2 séo aderentes, e apresentam na cultura diferentes morfologias,
podendo ser mais comum a forma fibroblastéide. As diferencas morfolégicas
apresentadas por essas ceélulas podem ocorrer devido a presenca de uma grande
diversidade de tipos celulares (Walker et al, 2014, Fredericks et al, 2019). Esta
linhagem celular tem sido utilizada principalmente para estudos acerca do sistema
imune do mosquito Ae. aegypti (Sim & Dimopoulos, 2011, Barletta et al, 2012, Fu et
al, 2015, Whitfield et al, 2017). Também ja foi visto que as respostas imunes induzidas
nessas ceélulas por bactérias, fungos e virus sdo semelhantes ao que ocorre no
mosquito Ae. aegypti, 0 que torna essas células um bom modelo para estudo de

infeccdo por arbovirus, por exemplo (Barletta et al, 2012).

1.6 Justificativa

Estudar se e como o virus poderia modular o rel6gio no mosquito Ae.aegypti
ndo € uma tarefa facil, uma vez que ensaios funcionais para estudo do relégio
circadiano em mosquitos, como por exemplo silenciamento por RNA de interferéncia,
nao obtiveram sucesso. Em fémeas de An. gambiae, Das e Dimopoulos (2008)
silenciaram os genes per, tim, Clk e cyc e observaram se haveria alguma diferenca na
busca pela alimentacdo sanguinea. Apds o silenciamento desses genes, nao foi
observado nenhuma diferenca significativa na porcentagem de mosquitos
alimentados com sangue quando comparados aos controles. Ja Gentile e
colaboradores (2013) silenciaram o gene tim em cabeca de fémeas de Ae. aegypti e,
ao comparar a atividade locomotora desses mosquitos com 0s controles, eles
observaram que quatro dias apos a infeccao a atividade locomotora dos mosquitos
diminuiu de forma significativa. Entretanto, o fenétipo de ritmicidade se recuperou no

quinto dia (Das e Dimopoulos, 2008, Gentile et al, 2013). Deste modo, uma alternativa
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encontrada pelo nosso grupo foi a tentativa de estabelecer um modelo para estudos
do reldgio circadiano em cultura de células, utilizando a linhagem celular Aag2.

Neste trabalho, além de estabelecermos o perfil de expressdo dos genes de
relégio nesta linhagem, também infectamos as células Aag2 com DENV2, a fim de
obtermos informagd@es iniciais de como poderia ocorrer a interacao entre o relogio e a

infeccdo pelo virus dengue neste sistema de cultura de células.
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2. OBJETIVOS

O objetivo desta dissertacao foi estabelecer o perfil de expressao circadiana
dos dez principais genes de relégio (period, timeless, Clock, cycle, vrille, pdp1, cryl,

cry2, cwo e E75):

1 - Em células da linhagem Aag2 em diferentes fotoperiodos (LD12:12 e DD) em

temperatura constante;

2 - Em células Aag2 infectadas com DENV2 em LD12:12, em temperatura constante.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Cultura de células

As células Aag2 foram gentilmente cedidas pelo Dr. Marcos Sorgine, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), sendo mantidas em estufa de cultura
Orion 502 (Fanem) a temperatura de 28°C, em meio de Cultura Schneider (S2) (Life
Technologies), com L-glutamina e 10% de soro fetal bovino (Life Technologies). A
passagem das células foi realizada a cada 3-4 dias, em uma diluicdo de 1:5, em
garrafas de 25cm?.

3.2 Coleta dos pontos

Para a coleta dos pontos, as células da cultura foram repicadas em placas de
87mm de diametro em meio S2 e 10% de soro fetal bovino, em diluicbes apropriadas
para cada experimento. Para o estabelecimento do perfil de expressao dos genes de
relégio ao longo de 24h, usamos a diluicdo de 1:3 (em ensaios sem infec¢cdo) ou uma
concentracdo de 24x10° células/10mL (em ensaios com infeccéo viral). As células
foram colocadas em incubadora B.O.D - do inglés Bio-Oxigen Demand - (Forlab —
EletroLab) sem COz2, no fotoperiodo desejado: LD12:12 — 12 horas de luz seguidas de

12 horas de escuro ou DD — escuro constante, a temperatura de 28°C.

Apos 3 dias ou 4 dias no regime desejado, as placas foram coletadas, a cada
4 horas ao longo de 24 horas, sendo os pontos coletados: ZT1, ZT5, ZT9, ZT13, ZT17
e ZT21 (LD) e CT1, CT5, CT9, CT13, CT17 e CT21 (DD).

A cada ponto coletado, as placas foram colocadas em isopor com gelo por 10
minutos para que a atividade metabdlica celular fosse estagnada. O meio de cultura
foi desprezado, as células lavadas com 2mL de PBS (do inglés Phosphate Buffered
Saline) 1X (Anexo |) gelado e entdo raspadas e homogeneizadas em presencga de 1
mL de TRIzol (Thermo Fisher). Em seguida, foi realizada a extracdo do RNA destas

células.
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3.3 Extracao e quantificacdo do RNA

A extracdo do RNA total das células foi realizada com TRIzol, seguindo o

protocolo baseado em Gentile e colaboradores (2009), que é feito em duas etapas:

Na primeira etapa, foram adicionados a solucéo de células em TRIzol, 200uL
de cloroférmio por tubo, para que houvesse a separacao das fases da solucdo. Apos
a transferéncia da fase aquosa para novos tubos, foram adicionados 500uL de
Isopropanol 100% (Sigma-Aldrich), para uma concentragdo final de 60% por tubo,
para que o RNA fosse precipitado. Em seguida, o pellet foi lavado com 500uL de
Etanol 70% (Sigma-Aldrich). O sobrenadante foi descartado e o pellet incubado por
30 minutos a temperatura ambiente para secar. ApGs este tempo, o pellet foi dissolvido

em 100uL de agua deionizada e entdo aquecido a 60°C por 10 minutos.

Na segunda etapa, ocorreu a purificacdo do material com Cloreto de Litio (LiCl),
para que contaminantes, como restos de fenol provenientes do TRIzol, pudessem ser
retirados das amostras, a fim de ndo provocar uma inibicdo no processo de sintese
de cDNA. Deste modo, foi adicionado aos tubos LiCl 7,5M para uma concentracao
final de 2,5M e incubacéo por pelo menos 30 minutos a -20°C. Em seguida, o pellet
foi novamente lavado com Etanol 70% e entdo o material ressuspendido em agua

deionizada.

A quantificacdo do RNA total das células foi realizada com o aparelho Qubit
Fluorometric Quantitation (Life Technologies), utilizando o Kit Qubit RNA HS Assay Kit
(Life Technologies), conforme instrucdo do fabricante. Em todos os experimentos, o0
RNA total foi diluido a uma concentracao final de 10 ng/uL, para que entdo pudesse

ser feita a sintese de cDNA.
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3.4 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada seguindo o protocolo de Gentile e
colaboradores (2009), utilizando o kit TagMan Reverse Transcriptase (Thermo

Fischer), com os reagentes nas concentragdes listadas na tabela a seguir:

Tabela 3.1: Concentragéo e volume final de cada reagente para a sintese de cDNA para cada amostra.

Reagentes Volume

Buffer (10x) 1,00pL

MgCL2 (25 mM) 2,20uL

dNTP (25 mM/cada) 2,00pL
oligo dT (50 L) 0,50pL
Inibidor de RNAse (20U/L) 0,20puL
Transcriptase reversa (50U/uL) 0,25uL
RNA total (10 ng/uL) 3,85l

Total 10ul

A transcricdo reversa foi realizada no termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems), utilizando a seguinte programacéo: 25°C por 10 minutos,
48°C por 1 hora e 95°C por 5 minutos. Apds a sintese, o cDNA foi diluido 10X para se

obter um volume final de 100pL.

3.5 Reacdes de PCR para avaliagdo da presenca dos genes de reldgio em células
Aag?2

Em um primeiro momento, por ndo haver dados de expressdo dos genes de
relégio em células da linhagem Aag2, foram realizadas reac¢des de RT-PCR a partir
de RNA extraido de células coletadas em apenas dois diferentes pontos do dia (ZT5
e ZT17) (subitem 3.3 e 3.4).

ApOs a transcrigao reversa do cDNA, utilizamos os primers citados na tabela
3.5 e a enzima Go Taqg Green Master Mix (Promega) para amplificar os genes
expressos nos tempos supracitados. As reacdes ocorreram no termociclador ProFlex
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PCR System (Applied Biosystems), com a seguinte programacéo: 1 ciclo de 94°C por
5 minutos, 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, X°C por 30 segundos e 72°C por 1
minuto. X°C € a temperatura de anelamento para cada primer especifico para os
genes de relogio na reacao de PCR, e as temperaturas estdo descritas na tabela 3.2.
As amostras amplificadas foram analisadas por eletroforese em gel de agarose
(subitem 3.6). Na tabela 3.3, estao listados os reagentes utilizados na PCR.

Tabela 3.2: Temperatura de anelamento dos primers para cada gene na reagéo de PCR.

Temperatura de

Genes
anelamento dos primers
tim/Clock 50°C
per/vrilcyc/Pdpl 52°C
cryl/cry2/E75/cwo 55°C

Tabela 3.3: Concentragdo e volume final dos componentes do mix de reag¢éo de PCR para cada pogo.

Reagentes Volume

Go tag Master Mix (2x) 12,5uL
oligo 5’ (10uM) 2,5uL
oligo 3’ (10uM) 2,5uL
cDNA 2,5uL

H20 Milli-Q 5,0pL
Total 25uL
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3.6 Eletroforese em gel de agarose

Foram usados 7uL do volume da reacédo de RT-PCR na eletroforese em gel de
agarose 2,5%, diluido em TAE 1X (do inglés Tris-acetate-EDTA). Para visualizacéo, o
corante o GelRed foi utilizado, sendo diluido 10000x diretamente em agarose,
seguindo as especificacdes do fabricante (Biotium). As amostras foram submetidas a
80 Volts por aproximadamente 1 hora e foram avaliadas em transiluminador,no
comprimento de onda de 302nm. O marcador de peso molecular utilizado foi o de
100bp (Promega).

3.7 Andlise da expressdao génica circadiana por PCR quantitativo em tempo real
(qPCR)

Para a analise da expressao dos dez genes de reldgio em células infectadas e
nao infectadas, foram realizadas rea¢gdes de PCR quantitativo em tempo real no
termociclador StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems) utilizando o
kit Power SYBR® Green PCR Master Mix da Applied Biosystems, utilizando o mix de

reacao listado na tabela a seguir:

Tabela 3.4: Concentracéo e volume final dos componentes do mix de reacéo de qPCR para cada poco.

Reagentes Volume
Power SYBR Green PCR Master Mix 7,50uL
oligo 5’ (10uM) 0,75pL
oligo 3’(10uM) 0,75uL
H20 Milli-Q 2,00L
cDNA ApL*
Total 15uL

* Para a analise dos genes Clk e cyc na reagdo de gPCR, o mix de reagdo em cada pogo continha 6uL

de cDNA e néo foi utilizada H20 Milli-Q, totalizando 15uL de volume final da mesma maneira.
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Com excecédo dos primers para os genes Clock, clockwork orange e E75, os
primers utilizados foram os mesmos descritos por Gentile e colaboradores (2009)
(Tabela 3.5).

Para a amplificacdo de cada gene, foram realizadas trés réplicas técnicas de
cada amostra de cDNA. As amostras foram submetidas as seguintes condi¢des de
termociclagem: 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 60
segundos e uma curva de dissociacdo para analisar a presenca de contaminantes ou
a formacdo de dimeros. A curva de dissociacdo (melting curve) tinha a seguinte
programacao: 95°C por 15 segundos, 60°C por 60 segundos, mais etapas crescentes
de temperatura onde foram feitas as leituras de fluorescéncia (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 diferentes (outliers)
dos valores criticos de Grubbs, foram excluidas da anélise (Sokal & Rohlf, 1995). O
método utilizado para a quantificacao foi o “Método do CT Comparativo” (Comparative
CT Method; Método 2-24CT) (Livak & Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001). As etapas de
calculo foram realizadas com base nos manuais da Applied Biosystems (1997, 2004).

O gene rp49 foi usado como normalizador endégeno (Gentile e colaboradores, 2005).
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Tabela 3.5: Genes e primers usados para analise quantitativa por PCR em Tempo Real dos genes de

relégio em células Aag2. Na tabela constam os genes, e nomes e sequéncias dos pares de primers

correspondente a cada gene (forward em cima e reverse embaixo).

Gene Nome Sequéncia (5’----3’)
049 5aeexpRP GCTATGACAAGCTTGCCCCCA
3aeaquaRP1b TCATCAGCACCTCCAGCTC
S5aeexpper3 CGTTGAAAAGTCTCAATCAACCT
pet 3aegyper3 GCTGAGTGAAAGCTTCGCCG
. 5aegytim7 ATCGAACAACTTTGGGAGC
3aeexptim3  CGATCCCGTAAAACCTGTATG
Cik 5aeexpclkrvbl TCCTCCGGACTCGTCAACCGG
3aegyclkrvbl TGCGCTGGAGTTAGCACGACG
5aegycycla CCGACCAGGAGCTGAAAATG
e 3aeexpcycl GACCTAGCAAATCACCCTGTG
eyl 5aeexpcryl  GCCGACGCTCTATGTCCACG
3aecryl CGATCATCGGTGCCGGATAGTC
cry2 Saeexpcry2  ACTTGCCGGTGCTGAAGAACT
3aecry2 CGATGATACACTTGGCCGTGCG
] 5aevril AACGGTTCGCCAATTAACGG
d 3aeexpvri AGCAAGGCACTGTGTGCAGG
Pdp1 5aepdpl ACAACATGGCGGCCAAGC
3aeexppdpl CTCGGTGCAGGTTCATGTTCTC
5aecwo01 CGTCTAGGCAAGATCCGCTATCA
ewo 3aecwo01 CCAGGCAGGAGTTCATCCGAT
E75 5aeE7501 CCTACTTTGGCATGTCCACTGAA
3aeE7501 GGTGAACTTATCGTCCTGGGTCA
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3.8 Infeccéo das células pelo DENV2

3.8.1 Padronizacao da infeccdo nas células pelo DENV2

Para a infeccdo das células Aag2 com o DENV2, foi realizada uma série de
ensaios de padronizacéo, onde inicialmente se testou trés virus da dengue sorotipo 2,
em diferentes concentracdes: Nova Guiné C (NGC) (virus neuroadaptado a
camundongo); 44/2 e BR/RJ66985/2000 (virus obtido de paciente, ndo adaptado),
cedidos pela Dra. Ada Alves (IOC-Fiocruz). Os testes de padronizacéo foram feitos
primeiramente em laminas Nunc™ Lab-Tek™ (Thermo Fisher) de oito pocos (Figura
3.1) e posteriormente em placas de petri de 87mm de diametro, onde os experimentos

foram realizados apés esta padronizacéo.

Em um primeiro momento, para avaliar qual cepa viral seria capaz de infectar
as células Aag2 e ndo lisa-las, 4x10* células foram plaqueadas em trés pocos da
lamina Lab-Tek, utilizando, para as trés cepas virais, trés volumes de diluicdo dos
virus: 40pL, 100puL e 200uL. Como controle negativo, utilizamos células n&o
infectadas. Esse teste foi feito independentemente da MOI (do inglés, Multiplicity Of
Infection) pois os valores da concentracdo de PFU (do inglés Plaque-Forming Unit)
das amostras Nova Guiné C (3650 PFU/mL) e 44/2 (250.800 PFU/mL) foram
estabelecidos em experimentos com células de mamifero (linhagem Vero — células de
rim de macaco verde africano) e eram de grandezas muito diferentes. Além disso, a
cepa BR/RJ66985/2000 (102 TCIDso/mL) nédo causa lise em células Vero, ndo sendo
possivel estabelecer sua concentracdo em PFU. Dessa forma, a unidade utilizada
para medir a concentracdo desta amostra viral foi TCIDso (do inglés Tissue Culture

Infectious Dose).
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Figura 3.1: Representacdo de uma lamina Nunc™ Lab-Tek™ utilizada nos experimentos de
padronizacdo da infeccdo pelo DENV2. A depender do ensaio realizado, cada pog¢o tinha uma
concentracdo de células e virus a serem testadas. Os dois Ultimos pog¢os sempre eram controles

negativos da infeccdo. Foto: Thermo Fisher.

No dia seguinte ao plagueamento, a infeccao foi realizada conforme descrito
no subitem 3.8.2, e trés dias apos a infec¢do, as laminas foram processadas para
imunofluorescéncia (subitem 3.8.3). A partir dos resultados da padronizagao (ver

secdo Resultados, subitem 4.3), optamos por utilizar a cepa BR/RJ66985/2000.

Escolhida a cepa viral, foram realizados novos experimentos utilizando as
laminas Nunc™ Lab-Tek™ e, desta vez as placas de Petri, para determinar qual seria
a melhor concentracdo de virus e células para a realizacdo dos experimentos.
Consideramos que a placa de Petri tem uma area aproximadamente 65 vezes maior

gue a Lab-Tek para esta estimativa.

As concentragdes de células Aag2 e os volumes do virus BR/RJ66985/2000
utilizados nas laminas Lab-Tek e nas placas de Petri para este experimento de
padronizacao estdo listados nas tabelas 3.6 e 3.7. Para as analises da infeccdo em
placa de Petri, por citometria de fluxo, utilizamos somente a menor concentracao viral
de cada experimento. Essas avaliacdes foram realizadas em duas etapas:
primeiramente com as amostras celulares menos concentradas e, de acordo com 0

resultado da imunofluorescéncia, infectamos uma concentracdo maior de células.

Trés dias apds a infeccdo (subitem 3.8.2) as amostras nas laminas Lab-Tek

foram processadas para imunofluorescéncia (subitem 3.8.3) e as amostras nas placas
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de Petri, para citometria de fluxo (subitem 3.8.4). A partir dos resultados obtidos
nesses experimentos (ver secdo Resultados, subitem 4.3) decidimos utilizar a
quantidade de 24x10° células nas placas e 65uL de virus, o que corresponde a
concentracdo viral de 6,5 x 10'° TCIDso/10mL para a realizagdo dos experimentos de

quantificacdo dos genes de relégio em células infectadas.

ApGs a infeccdo, as placas foram mantidas em incubadoras por trés dias na
concentracdo desejada e entdo coletadas de 4 em 4 horas, para a analise da
expressao génica circadiana. Entretanto, em muitas amostras a quantidade de RNA

para cada ponto coletado era insuficiente.

Assim, aumentamos um dia a permanéncia dessas células na incubadora,
passando de trés dias para quatro dias ap0s a infeccdo para realizacdo das coletas,
dando tempo dessas células se multiplicarem por mais um dia, para que tivéssemos
material suficiente para a realiza¢do dos ensaios moleculares de andlise da expressao

génica circadiana.

Tabela 3.6: Quantidade de células plagueadas na Nunc™ Lab-Tek™ e os respectivos volumes de virus
DENV?2 cepa BR/RJ66985/2000 durante a padronizacdo dos experimentos de infec¢éo.

_ ) Volume de virus utilizado em
Quantidade de células
cada poc¢o ha Lab-Tek

10° 10uL/5uL/2uL
2x104 10uL/5pL/2puL
3x104 2uL/1pL/0,5uL
4x104 2uL/1pL/0,5uL
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Tabela 3.7: Quantidade de células repicadas nas placas de Petri e os respectivos volumes de virus

DENV?2 cepa BR/RJ66985/2000 durante a padronizacao dos experimentos de infeccéo.

. i Volume de virus utilizado
Quantidade de células ]
nas placas de Petri

6x10° 130uL
12x105 130pL
18x10° 65uL
24x105 65uL

Importante destacar que, toda a padronizacao do protocolo de infeccao dessas
células pelo DENV2 foi realizada em colaboracdo com o Laboratério de Biotecnologia

e Fisiologia de InfeccBes Virais, chefiado pela Dra. Ada Maria de Barcelos Alves.

3.8.2 Protocolo de infecgéo

O protocolo de infecgao para Nunc™ Lab-Tek™ e para as placas de Petri foi
realizado da seguinte forma: No dia anterior a infeccao, as células foram plagueadas
na concentracdo desejada (concentracfes descritas no subitem 3.8.1) em meio de
cultura Schneider contendo 10% de soro fetal bovino e incubadas a 28°C, em estufa

de cultura (laminas Lab-Tek) ou em incubadoras Forlab (placas de Petri).

Vinte e quatro horas apdés o plaqueamento, as células foram lavadas duas
vezes com PBS 1X para a retirada do soro fetal bovino — a fim de que n&o houvesse
interferéncia do soro na infeccao pelo virus - e das células que nao tivessem aderidas.
Em seguida, as células foram incubadas apenas com meio de cultura Schneider
(200uL para as laminas Lab-Tek e 4mL para as placas de Petri) e o0 virus - ou
simplesmente meio de cultura Schneider sem soro, para as células controles - com
agitacdo a cada 15 minutos até completar 1 hora. Dado o tempo de adsor¢céo, o meio
com o virus foi descartado e as células foram incubadas com meio de cultura

Schneider + 10% de soro fetal bovino a 28°C, por 3 (padronizacdo) ou 4 dias (para
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realizacdo das curvas experimentais), sob regime LD12:12, para a realizacdo dos

experimentos.

3.8.3 Imunofluorescéncia indireta para deteccdo de células infectadas pelo
DENV2

Trés dias apos a infec¢do, as células foram lavadas duas vezes com PBS 1X e
entdo fixadas em paraformaldeido 4% em tampé&o fosfato de sédio 0,2M (pH 7,4) por
20 minutos, a temperatura ambiente e permeabilizadas com tampdo de
permeabilizacdo (Anexo |) por 10 minutos, também a temperatura ambiente. Em

seguida, foi realizado o blogueio com tampéo de bloqueio (Anexo 1), por 15 minutos.

Para a deteccao da proteina do envelope (E) do DENV?2, foi utilizado anticorpo
especifico 3H5 (monoclonal anti-dominio Ill da proteina E) em uma diluicdo de 1:1000
em tampdao de diluicdo (Anexo I), seguido da incubacdo com anticorpo anti-IgG de
camundongo conjugado a FITC (Southern Biotech) em uma diluicdo de 1:100, em
tampdo de diluicdo. Ao final do preparo das laminas, as células foram visualizadas em

microscopio de fluorescéncia modelo Nikon Eclipse 50i.

3.8.4 Citometria de fluxo para quantificar a porcentagem de células infectadas
pelo DENV2.

Trés dias (durante a padronizacdo da infeccéo) ou 4 dias (para a realizacao
das curvas experimentais) apos a infec¢cao, as células foram lavadas trés vezes com
PBS 1X, coletadas utilizando tripsina 1X sem EDTA (Life Technologies), fixadas em
paraformaldeido 4% em tampao fosfato de sédio 0,2M e armazenadas em 1 mL de
PBS 1X contendo penicilina-estreptomicina (100 U/mL-100ug/mL - Thermo Fisher), a

4°C até o momento do uso.

Para o processamento das amostras para a citometria de fluxo, 2 x 10® células
Aag2 foram distribuidas em cada poco de uma placa de 96 pocos com fundo V
(Costar). As células foram incubadas com tampdo de permeabilizagcdo/bloqueio

34



(Anexo 1) por 30 minutos em gelo. Em seguida, as células foram incubadas com o
anticorpo especifico 3H5 (1:1000) por 1h em gelo, e posteriormente incubadas com
anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado a Alexa Fluor 488 (Southern Biotech)
(1:500) por 1h, em gelo. As células foram suspensas em tampao de FACS (Anexo |),

em tubos préprios para leitura.

A leitura da citometria foi realizada na Plataforma de Citometria — Fiocruz, no
Citbmetro de Fluxo — FACSAria (Becton & Dickinson Biosciences) e a analise dos

dados foi realizada no programa Summit V4.3 Build 2445.

Em todas as trés curvas experimentais, foram processadas duas placas de
Petri para citometria (uma placa controle e uma placa infectada) para avaliagdo da

porcentagem de células infectadas pelo DENV2 em cada curva.

3.9 Andlise estatistica

Para andlise estatistica dos dados de expressao génica, foi utilizado o software
GraphPad Prism 5.0 com o teste ANOVA (One Way), onde foram considerados

significativos valores de p<0,05.
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4 — RESULTADOS

Por ndo haver dados de expressdo dos genes de relogio em células da
linhagem Aag2 descritos na literatura, realizamos reagbes de RT-PCR utilizando
cDNA dessas células sintetizados em dois diferentes pontos do dia (ZT5 e ZT17).
Esses dois pontos foram escolhidos porqué de acordo com Gentile e colaboradores
(2009), sdo nestes dois momentos que a maior parte dos genes de reldgio apresentam

seu pico de expressdo em mosquitos Ae. aegypti.

Como pode-se observar na figura 4.1, os principais genes do relégio descritos
em Ae. aegypti - period, timeless, vrille, cryptochrome 2, clockwork orange, E75
(provaveis repressores transcricionais), Clock, cycle, Par domain protein 1 (provaveis
ativadores transcricionais) e cryptochrome 1 (fotorreceptor) — sdo expressos em
ambos os ZTs. Os tamanhos das bandas esperadas variaram de 80pb (cwo) a 200 pb
(tim). Como controle negativo da PCR, foram utilizados para cada gene, mix de reagao
sem cDNA.

Figura 4.1: Avaliagdo da presenca dos genes de relégio em células Aag2 através de RT- PCR por
eletroforese em gel de agarose 2,5%. M: marcador de peso molecular (100pb - Promega). 1:
Amostras coletadas no ZT5; 2: Amostras coletadas no ZT17; 3: Controle negativo da PCR. As bandas

de 100pb estéo indicadas na figura pelos retdngulos vermelhos.
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Uma vez que os genes de relégio estavam expressos nessas células, fomos
investigar se a expresséo destes genes apresentava um perfil circadiano. Realizamos
entdo ensaios de PCR quantitativo em tempo real em dois fotoperiodos distintos:
LD12:12 e DD.

Para a coleta dos pontos, as células foram submetidas ao regime desejado por
3 dias e apos este periodo foram coletadas em intervalos de 4 em 4 horas, até
completar 24 horas, sendo os pontos coletados: ZT1, ZT5, ZT9, ZT13, ZT17 e ZT21
(no regime LD12:12) e CT1, CT5, CT9, CT13, CT17 e CT21 (em regime DD). Em
ambos regimes, os dez genes candnicos do relogio circadiano foram analisados. A
cada ponto coletado, as placas foram colocadas em isopor com gelo por 10 minutos
para que sua atividade metabodlica fosse estagnada e entdo seguiu-se a analise

molecular para realizacédo da reacdo de PCR quantitativo em tempo real.

4.1 Perfil de expresséao dos genes de reldégio em células Aag2 mantidas em
LD12:12

Para a andlise da expressdo génica diaria no regime de LD12:12, os
experimentos foram realizados em quatro réplicas biol6gicas. Dos dez genes
analisados, apenas period apresentou expressao ciclica, com pico de expressao no
ZT1 (Figura 4.2, Tabela 4.1). J& os outros nove genes analisados ndo apresentaram
expressao ciclica nessas células (Figuras 4.3 e 4.4, Tabela 4.1), isto €, sdo arritmicos,
embora parecam estar amplamente expressos nas células Aag2. Foram considerados

estatisticamente significativos valores de P< 0,05.

37



period

. )

S N Ry VR
|

7] Hk

-

"y

Abundincia relativa
[~ P (=R

.

Figura 4.2: Expressédo diariados genes de reldgio em células Aag2 avaliada por PCR quantitativo
em tempo real. O gréafico mostra a expressao de period nessas células em ciclos de 12 horas de claro
e 12 horas de escuro (LD12:12). O eixo y indica a abundancia relativa de RNAm e o eixo X, o Zeitgeber
(ZT), onde a barra branca representa a fase clara do regime claro/escuro e a barra preta, a fase escura.
O ZT1 representa uma hora apds o acender das luzes e o0 ZT13, uma hora apés o apagar das luzes.
As barras verticais representam o erro padrdo. O grafico foi obtido através da média de quatro
experimentos independentes. A analise de dados foi realizada utilizando o teste paramétrico ANOVA

One Way. Os asteriscos representam as diferencas estatisticamente significativas (**p<0,01).
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Figura 4.3: Expressdo diaria dos genes de rel6gio em células Aag2, avaliada por PCR
guantitativo em tempo real. O gréafico mostra a expressao de tim, cryl, cry2, Clk e cyc nessas células
em ciclos de 12 horas de claro e 12 horas de escuro (LD12:12). O eixo y indica a abundéancia relativa
de RNAmM e o eixo x o Zeitgeber (ZT), onde a barra branca representa a fase clara do regime
claro/escuro e a barra preta, a fase escura. O ZT1 representa uma hora apés o acender das luzes e o
ZT13, uma hora ap6s o apagar das luzes. As barras verticais representam o erro padrédo. Os graficos
foram obtidos através da média de quatro experimentos independentes. A analise de dados foi

realizada utilizando o teste paramétrico ANOVA One Way.
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Figura 4.4: Expressédo diariados genes de rel6gio em células Aag2 avaliada por PCR quantitativo
em tempo real. O grafico mostra a expressédo de vri, pdpl, E75 e cwo nessas células em ciclos de 12
horas de claro e 12 horas de escuro (LD12:12). O eixo y indica a abundéancia relativa de RNAm e o eixo
X 0 Zeitgeber (ZT), onde a barra branca representa a fase clara do regime claro/escuro e a barra preta,
afase escura. O ZT1 representa uma hora apés o acender das luzes e 0 ZT13, uma hora apés o apagar
das luzes. As barras verticais representam o erro padrdo. Os gréficos foram obtidos através da média
de quatro experimentos independentes. A analise de dados foi realizada utilizando o teste paramétrico
ANOVA One Way.
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Tabela 4.1 — Analise de variancia (ANOVA One-Way) da expresséo diaria dos genes de reldgio nas

células Aag2 de Ae. aegypti em LD12:12.

Gene F P
per Fs24=-4.674 0.0066
tim Fs24=1.027 0.4315(NS)
Clk Fs,24=2.063 0.1178(NS)
cyc Fs24=0.6804 0.6440(NS)
vri Fs24=0.5379 0.7451(NS)
Pdpl Fs24=0.7137 0.6212(NS)
cryl Fs,24=1.002 0.4445(NS)
cry2 Fs,24=0.6942 0.9961 (NS)
cwo Fs,24=0.3985 0.8434(NS)
E75 Fs24=0.3183 0.8955(NS)

NS= néo significativo (arritmico)
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4.2 Perfil de expresséao dos genes de reldgio em células Aag2 mantidas em DD

Para investigarmos o perfil de expressdo circadiano na auséncia de
sincronizador ambiental (isto €, com células mantidas em escuro constante),
realizamos trés experimentos independentes onde, todos os dez genes analisados
apresentaram um perfil de expressao arritmico (Figuras 4.5 e 4.6, Tabela 4.2). Até
mesmo o gene per, que em LD12:12 apresentou expressao ciclica, perdeu o seu perfil
de ciclagem quando as células foram submetidas a escuro constante. Foram

considerados estatisticamente significativos valores de P< 0,05.
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Figura 4.5: Expressédo circadiana dos genes de relégio em células Aag2 avaliada por PCR
quantitativo em tempo real. O grafico mostra a expressdo de per, tim, cryl e cry2 nessas células em
escuro constante (DD). O eixo y indica a abundancia relativa de RNAm e o eixo x, o CT (do inglés
Circadian Time), onde o CT1 representa a primeira hora do dia subjetivo e 0 CT13 representa a primeira
hora da noite subjetiva. A barra cinza representa o dia subjetivo e a barra preta, a noite subjetiva. As
barras verticais representam o erro padrdo. Os graficos foram obtidos através da média de trés
experimentos independentes. A analise de dados foi realizada utilizando o teste paramétrico ANOVA

One Way.
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Figura 4.6: Expressao circadiana dos genes de relégio em células Aag2, avaliada por PCR
guantitativo em tempo real. O grafico mostra a expressao de vri, pdpl, Clk, cyc, E75 e cwo nessas
células em escuro constante (DD). O eixo y indica a abundancia relativa de RNAm e o eixo x o CT (do
inglés Circadian Time), onde o CT1 representa a primeira hora do dia subjetivo e 0 CT13 representa a
primeira hora da noite subjetiva. A barra cinza representa o dia subjetivo e a barra preta, a noite
subjetiva. As barras verticais representam o erro padrédo. Os graficos foram obtidos através da média
de trés experimentos independentes. A andlise de dados foi realizada utilizando o teste paramétrico
ANOVA One Way.
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Tabela 4.2 — Andlise de variancia (ANOVA One-Way) da expresséo circadiana de genes do relégio nas

células Aag2 de Ae. aegypti em DD.

Gene F P
per Fs18=-2.641 0.0781(NS)
tim Fs18=1.371 0.3017(NS)
Clk Fs,18=-0.5636 0.7264(NS)
cyc Fs18=1.057 0.4299(NS)
vri Fs18-0.7233 0.6188(NS)
Pdp1l Fs18=1.140 0.3918(NS)
cryl Fs18=0.9444 0.4874(NS)
cry2 Fs18=1.544 0.2485(NS)
Ccwo Fs,18= 0.5627 0.7270(NS)
E75 Fs,18= 0.5146 0.7606(NS)

NS= néo significativo (arritmico)
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4.3 Padronizacéao da infeccao das células Aag2 pelo DENV2

Para decidirmos qual seria a melhor cepa viral para utilizarmos, capaz de
infectar a linhagem Aag2, sem levar a lise celular, repicamos em trés laminas Nunc™
Lab-Tek™ 4x10* células e as infectamos com os virus dengue sorotipo 2: NGC, 44/2,
e BR/RJ66985/2000. Usamos 40uL, 100uL e 200uL de cada amostra.

No dia seguinte ao plaqueamento, observamos que as células haviam se
multiplicado em excesso, 0 que para a infec¢do, ndo € o indicado, pois as células
permaneceriam 3 dias em cultura. Entretanto, nds infectamos as células com os
volumes de diluicdo supracitados, e apos trés dias, processamos as amostras para

imunofluorescéncia.

Dos trés virus, 0o NGC e 0 BR/RJ66985/2000 infectaram uma quantidade maior
de células, mesmo na menor dilui¢do viral, quando comparamos a cepa 44/2 (Figuras
4.7 — 4.9). Como ambos os virus infectaram de forma eficiente as células, optamos
por utilizar a cepa BR/RJ66985/2000, cujo virus foi isolado de um paciente com
dengue no Rio de Janeiro no ano 2000 e ndo passou por neuroadaptacdo a

camundongo (Saloméo et al., 2018).

45



p rop

-

SNJIA

p ool

i

SNIIA ©

.

SNIIA

oAlebau ajosuon

at S ” % A ¥ : v.
/ % P A oy -_ g S0
3 \‘:‘(‘ ‘ SV S v :. -.'-'“ e : - " ":
i et 3 SIS I e A
p ooz

Figura 4.7: Células Aag2 (4x10% infectadas com a cepa 44/2 e analisadas por microscopia de
fluorescéncia. Foram plagueadas 4x10* células por pogo da Lab-Tek, e um dia ap6s o plaqueamento
as células foram infectadas por 1h com DENV2 (cepa 44/2) em diferentes diluicdes. A-D: Contraste de
fase. E-H: imunofluorescéncia para a deteccéo da proteina E do envelope viral do DENV utilizando

anticorpo especifico 3H5. D e H: células ndo infectadas. Aumento de 200X.
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Figura 4.8: Células (4x10% infectadas com a cepa NGC e analisadas por microscopia de
fluorescéncia. Foram plagueadas 4x10* células por pogo da Lab-Tek, e um dia apds o plaqueamento
as células foram infectadas por 1h com DENV2 (cepa NGC) em diferentes diluicdes. A-D: Contraste de
fase. E-H: imunofluorescéncia para a deteccdo da proteina E do envelope viral do DENV utilizando

anticorpo especifico 3H5. D e H: células nao infectadas. Aumento de 200X.
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Figura 4.9: Células (4x10%infectadas com a cepa BR/RJ66985/2000 e analisadas por microscopia
de fluorescéncia. Foram plagueadas 4x10* células por poco da lamina Lab-Tek, e um dia apés o
plagueamento as células foram infectadas por 1h com DENV2 (cepa BR/RJ66985/2000) em diferentes
diluicdes. A-D: Contraste de fase. E-H: imunofluorescéncia para a detecgéo da proteina E do envelope

viral do DENV utilizando anticorpo especifico 3H5. D e H: células ndo infectadas. Aumento de 200X.
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Apbés a escolha da cepa viral a ser utilizada, nés realizamos novos
experimentos para determinar a diluicdo do virus e concentracdo de células a serem

utilizadas nos experimentos.

Repetimos os experimentos nas laminas Lab-Tek utilizando 104, 2x104, 3x104
e 4x10% células por poco, e volumes menores do virus BR/RJ66985/2000, conforme
descritos na tabela 3.6 (secdo 3.8.1). Inicialmente, avaliamos concentracdes celulares
menores que a utilizada anteriormente (10* e 2x10%), entretanto ocorreu muita morte
celular ap6s 3 dias de infeccdo, ndo sendo possivel processar as laminas para
imunofluorescéncia. Dessa forma, aumentamos a quantidade de células (3x10* e

4x10% e reduzimos a concentracéo viral.

Trés dias ap0s a infecgdo as laminas foram coletadas para imunofluorescéncia,
e em todas as concentracdes virais analisadas, o virus BR/RJ66985/2000 foi capaz

de infectar grande parte das células (figuras 4.10 e 4.11).

Ja para as placas, palqgueamos 6x10°, 12x10°, 18x10° e 24x10°, e utilizamos
os volumes de diluicdo para os virus equivalentes aos da Lab-tek, descritos na tabela
3.7 (secdo 3.8.1).

As células contidas nas placas foram coletadas e processadas para citometria
de fluxo (Figura 4.12). Pode-se observar que utilizando 130uL ou 65uL de virus, a
porcentagem de células infectadas foi praticamente a mesma para quase todas as
concentracdes celulares avaliadas. Curiosamente, nas placas onde foram repicadas

12x10° células, somente 18,9% das células foram infectadas (Figura 4.12).

Diante desses resultados, resolvemos repicar 24x10° células/10mL nas placas
e 65uL de virus, o que corresponde a concentracdo viral de 6,5x10° TCIDso/10 mL
para a realizacdo dos experimentos. Porém, tivemos dificuldades em quantificar o
RNA apos a coleta das placas, uma vez que ao decorrer dos experimentos
percebemos que a auséncia de soro a que as células foram submetidas durante o
protocolo de infecgéo era danoso. Aparentemente esse choque de soro fazia com que
a divisao celular fosse consideravelmente diminuida ou até mesmo parecia ocasionar

morte celular. Assim aumentamos um dia dessas células na incubadora, coletando-as
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quatro dias apos a infeccdo, justamente para que essas células tivessem um dia a

mais para se dividirem.

50



p Trg‘o

s

SNJIA

parL

.

SNIIA ©

p iz

.

SNIIA

oAnebau ajosuon

Figura 4.10: Células (3x10% infectadas com a cepa BR/RJ66985/2000 e analisadas por
microscopia de fluorescéncia. Foram plagueadas 3x10* células por pogo da lamina Lab-Tek, e um
dia ap0s o plagueamento as células foram infectadas por 1h com DENV2 (cepa BR/RJ66985/2000) em
diferentes diluicbes. A-D: Contraste de fase. E-H: imunofluorescéncia para a detecgéo da proteina E

do envelope viral do DENV utilizando anticorpo especifico 3H5. D e H: células néo infectadas. Aumento
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Figura 4.11: Células (4x10% infectadas com a cepa BR/RJ66985/2000 e analisadas por
microscopia de fluorescéncia. Foram plaqueadas 4x10* células por pogo da Lab-Tek, e um dia apés
o0 plagueamento as células foram infectadas por 1h com DENV2 (cepa BR/RJ66985/2000) em
diferentes diluicbes. A-D: Contraste de fase. E-H: imunofluorescéncia para a detecgéo da proteina E
do envelope viral do DENV utilizando anticorpo especifico 3H5. D e H: células néo infectadas. Aumento

de 200X.
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Figura 4.12: Citometria de fluxo para avaliar a porcentagem de células Aag2 infectadas pelo
DENV2 BR/RJ66985/2000. Os gréaficos representam diferentes concentragbes de células Aag2
infectadas por duas diferentes diluicdes de virus: A - 6x10° células/10mL (130uL de virus); B - 12x10°
células/10mL (130pL de virus); C - 18x10° células/10mL (65uL de virus); D - 24x105 células/10mL (65uL
de virus). O nimero em preto informa a porcentagem das células da cultura que séo positivas para a
presenca do virus BR/RJ66985/2000. A regidao em vermelho representa o total de células néo
infectadas. Em verde, amostra de células infectadas. A regido azul representa as células positivas para
DENV2 dentro das amostras infectadas (verde). No eixo y, o numero de eventos, € no eixo x, a

fluorescéncia emitida.
53



4.4 Perfil de expresséao dos genes de reldgio em células infectadas pelo DENV2
em LD12:12

Apés a padronizacdo da infeccdo das células Aag2, foram realizados trés
experimentos independentes para analise do perfil de expressao dos genes de relégio
nestas ceélulas, infectadas e néo infectadas pelo DENV2, no fotoperiodo de 12 horas

de claro, seguidos de 12 horas de escuro (LD12:12).

Dos dez genes analisados (per, tim, cryl, cry2, vri, Pdp1, CIk, cyc, E75 e cwo),
nenhum apresentou um perfil de expresséo ciclico, nas células infectadas pelo DENV2
(Figuras 4.13, 4.14, Tabelas 4.3 e 4.4). Entretanto nas células controles do
experimento (ndo infectadas), os genes de relégio também ndo apresentaram um

perfil ciclico.

Como controle da infeccdo dessas células pelo DENV2, a cada experimento
independente realizado, foi avaliada a porcentagem de células infectadas pelo virus
BR/RJ66985/2000, por citometria de fluxo. O percentual de células infectadas foi

25,6%, 26,4% e 35,7%, nas curvas experimentais 1, 2 e 3 respectivamente.
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Figura 4.13: Expresséao diaria dos genes de reldgio em células Aag2 infectadas e ndo infectadas
pelo DENV2 avaliada por PCR quantitativo em tempo real. O gréfico mostra a expressao de per,
tim, cryl e cry2 nessas células em 12 horas de claro e 12 horas de escuro (LD12:12). O eixo y indica a
abundancia relativa de RNAm e o eixo x, o Zeitgeber (ZT), onde a barra branca representa a fase clara
do regime claro/escuro e a barra preta, a fase escura. O ZT1 representa uma hora apés o acender das
luzes e 0 ZT13, uma hora apés o apagar das luzes. As linhas em vermelho representam a expressao
dos genes de relégio em células infectadas pelo DENV2, e em azul, células ndo infectadas (controles
negativos do experimento). As barras verticais representam o erro padrdo. Os gréaficos foram obtidos
através da média de trés experimentos independentes. A analise de dados foi realizada utilizando o
teste paramétrico ANOVA One Way.
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Figura 4.14: Expresséao diaria dos genes de reldgio em células Aag?2 infectadas e ndo infectadas
pelo DENV2 avaliada por PCR quantitativo em tempo real. O grafico mostra a expressédo de vri,
Pdp1, CIk, cyc, E75 e cwo nessas células em 12 horas de claro e 12 horas de escuro (LD12:12). O eixo
y indica a abundéancia relativa de RNAm e o eixo x o Zeitgeber (ZT), onde a barra branca representa a
fase clara do regime claro/escuro e a barra preta a fase escura. O ZT1 representa uma hora apds o
acender das luzes e 0 ZT13 uma hora apos o apagar das luzes. As linhas em vermelho representam a
expresséo dos genes de relégio em células infectadas pelo DENV2, e em azul, células néo infectadas
(controles negativos do experimento). As barras verticais representam o erro padrao. Os gréaficos foram
obtidos através da média de trés experimentos independentes. A andlise de dados foi realizada

utilizando o teste paramétrico ANOVA One Way.

56



Tabela 4.3— Andlise de variancia (ANOVA One-Way) da expressao diaria dos genes de relégio nas
células Aag2 de Ae. aegypti em LD12:12 infectadas pelo DENV2.

Gene F P
per Fs18=1.991 0.1524(NS)
tim Fs,18-0.7383 0.6091(NS)
Clk Fs,18=0.9069 0.5079(NS)
cyc Fs18= 0.1426 0.9786(NS)
vri Fs18=- 0.9753 0.4710(NS)
Pdp1l Fs15=-1.306 0.3248(NS)
cryl Fs18=0.8023 0.5691 (NS)
cry2 Fs,18=0.4028 0.8378 (NS)
cwo Fs18=0.5701 0.7219(NS)
E75 Fs18=0.4677 0.7939(NS)

NS = N&o significativo (arritmico).

Tabela 4.4 — Andlise de variancia (ANOVA One-Way) da expressédo diaria dos genes de reldgio nas

células Aag2 de Ae. aegypti ndo infectadas (controles) em LD12:12.

Gene F P
per Fs1s-1.328 0.3167(NS)
tim Fs,18-0.5356 0.7459(NS)
Clk Fs,18=0.9777 0.4697(NS)
cyc Fs18=0.2644 0.9240(NS)
vri Fs,18= 0.4772 0.7866(NS)
Pdpl Fs18=0.3930 0.8443(NS)
cryl Fs1s- 0.7383 0.6091(NS)
cry2 Fs1s=2.647 0.0776(NS)
cWo Fs.15- 0.09333 0.9917(NS)
E75 Fs18=-0.8119 0.5633(NS)

NS = Né&o significativo (arritmico)
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5 — DISCUSSAO

O perfil de expressdo dos genes de reldégio na cabeca de fémeas virgens de
Ae. aegypti, - que sdo vetores de grande importancia médica — foi descrito por Gentile
e colaboradores em 2009 e se destaca do modelo Drosophila melanogaster em
diferentes aspectos, tais como o perfil de expresséo ciclico do gene cycle e a presenca
de uma segunda forma do gene cryptochrome (cry2). No entanto, a auséncia de
mutantes conhecidos para estes genes, associado ao baixo sucesso no silenciamento
dos genes de reldgio por RNAI nestes insetos (Das e Dimopoulos, 2008; Gentile et al,
2013), torna a pesquisa acerca do reldgio circadiano molecular uma tarefa mais

descritiva do que funcional.

Por isso, uma alternativa encontrada pelo nosso grupo para realizar estudos
funcionais sobre o reldgio circadiano em Aedes aegypti foi utilizar a linhagem celular
Aag2, proveniente da prépria espécie. Deste modo, realizamos reacdes de RT PCR
para que pudéssemos confirmar que de fato, os genes de reldgio estdo expressos
nessas células. Apds esta constatacdo, caracterizamos o perfil de expresséo desses

genes por gPCR, primeiramente fazendo a sincroniza¢éo aos ciclos de claro/escuro.

Quando as células da linhagem Aag2 estdo submetidas ao ciclo de
claro/escuro, apenas um gene € ciclicamente expresso: period, com pico de
expressdo durante a fase clara. Os outros genes de reldgio, que em cabecas de
fémeas de mosquito sdo ritmicos (Gentile et al, 2009), em células Aag2 apresentam

expressao arritmica.

Interessantemente, per apresenta um perfil de expressdo completamente
diferente do que € visto no mosquito e em outras espécies de insetos, como
Drosophila, borboletas e formigas (Zhu et al, 2008; Gentile et tal, 2009; Ingram et al,
2012; Menet & Hardin, 2014). Em mosquitos, o padrdao de expressao é ciclico para
guase todos os genes, com excecao de Clock e cryl, que nao apresentam perfil de
ciclagem tanto em LD12:12 como em DD (Gentile, et al 2009). Enquanto que nas
células Aag2 o pico de expressao do gene per é por volta do ZT1, em mosquitos esse
pico de expressao ocorre somente por volta do ZT17, ou seja, durante a fase escura

de um ciclo claro/escuro.
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A linhagem Aag2 é derivada de células embrionarias, portanto é possivel que
o perfil de expressdo dos genes de reldgio seja diferente daquele encontrado em
adultos. Este padrdo de expressdo arritmico dos genes de relégio ndo é
surpreendente quando se trata de linhagens celulares. As células embrionarias S2 de
Drosophila melanogaster também apresentam um perfil de expressao arritmico, e
inclusive ndo expressam alguns dos genes candnicos do relégio circadiano, como por

exemplo, per e cyc (Nawathean et al. 2005, Rey et al, 2018).

Estudos realizados com embrifes de D. melanogaster mostram que, durante a
embriogénese, a partir do estagio embrionario 12 (ES12), a proteina PER j& esta
expressa no corddo nervoso ventral e no ES15, esta expressa em células oscilatérias
do cérebro. Entretanto, nestes estagios nenhuma proteina CLOCK esta expressa,
indicando que a transcricdo do gene per neste momento da embriogénese nao esta
sendo ativada pelos fatores de transcricdo CLK-CYC, como acontece com a mosca
adulta. Esses dados sugerem que per pode nao estar sendo regulado pelos ativadores
canbnicos (CLK-CYC) do reldgio circadiano em embrides de D. melanogaster (Houl et
al, 2008). Além disso, estudos do nosso grupo mostram que, em embrides de Ae.
aegypti mantidos a 25°C e coletados a cada 4 horas ao longo de toda a embriogénese,
per ja esta altamente expresso cerca de 12 horas apdés oviposicdo, enquanto Clock so
apresenta um pico de expressao cerca de 40 e 48 horas apés a oviposicdo (dados
nao publicados). Esses dados sugerem entdo, mais uma vez, que per nos estagios
iniciais da embriogénese pode ndo estar sendo regulado por seus ativadores ja
conhecidos. Nas células Aag2, per e tim parecem apresentar perfis similares de
expressdo, embora os dados estatisticos indiguem que tim n&o esteja ciclando. Isto
sugere que, mesmo nao havendo um reldgio circadiano funcional, esses genes podem
estar interagindo de alguma maneira, atraveés de uma regulacdo ainda nao

identificada, e, provavelmente, independente de CIk e cyc.

Ao contrario do que € visto em LD12:12, todos os genes testados mostraram-
se arritmicos em DD. Estes dados ndo surpreendem uma vez que € sabido que as
condic¢des constantes levam a uma diminuicdo da amplitude do ritmo ou até mesmo a
arritmicidade. Por exemplo, células embrionarias DpN1, provenientes da borboleta

monarca Danaus plexippus, também expressam varios genes do reldgio circadiano
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com ritmicidade em LD12:12 (Zhu et al, 2008), como por exemplo per, tim e cry2, mas

todos perdem o perfil de ciclagem em DD, assim como observamos nas células Aag?2.

A perda de ritmicidade em DD sugere que o perfil de ciclagem observado em
LD12:12 é apenas uma resposta a luz e ndo um ritmo controlado pelo reldgio
circadiano endogeno. Isto sugere que o0 Zeitgeber luz seja um importante
sincronizador ambiental do relégio em células. No entanto, o fato do relégio ndo ser
funcional, ndo significa necessariamente que a célula ndo esteja sob um controle
oscilatorio. Rey e colaboradores (2018) mostram que células S2 de D. melanogaster
que ndo expressam VAarios genes canonicos do reldgio circadiano apresentam
proteinas, em particular enzimas metabdlicas, que sdo expressas ritmicamente em
um periodo de 24 horas. Isto sugere fortemente que ha um reldgio circadiano atuando.
Uma hipétese para este fenbmeno € que a expresséo ciclica destas enzimas poderia
estar sendo regulada em nivel pés traducional, o que também poderia estar
acontecendo com as células Aag2, que nao apresentam um perfil de ciclagem de seus
RNAmM em ambos os fotoperiodos analisados. Portanto, pretendemos também

investigar o perfil de ciclagem das proteinas de relégio nessas células.

Apesar de ndo termos visto um padréo claro de ciclagem na linhagem celular
em LD12:12, comecamos o processo de padronizagao da infec¢cdo por DENV2 nestas
células, pois ja existem dados na literatura que indicam que a infec¢ao por patdgenos
modula o relégio circadiano (Lee & Edery, 2008). Portanto, seria razoavel se o perfil

de expresséo destes genes sofresse alguma alteracdo nas células infectadas.

Como havia trés virus dengue disponiveis para a infeccdo, fizemos varios
testes e optamos por utilizar a cepa BR/RJ66985/2000, que € um virus que nao sofreu
adaptacdo. Entretanto, no inicio da realizacdo dos experimentos para avaliacdo da
ciclagem dos genes de relégio circadianos em células infectadas, tivemos dificuldade
em realizar as coletas, porque ndo havia RNA suficiente para que prosseguissemos
com a analise molecular. Descartamos a possibilidade de a infec¢cdo estar causando
a morte celular, ou até mesmo interferindo na replicacdo das células, por estarmos
observando o mesmo padrdo nas placas que continham as células controles néo

infectadas.
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De acordo com o protocolo de infec¢do, todas as células foram incubadas com
meio sem soro durante uma hora: As células que seriam infectadas eram incubadas
com meio de cultura e virus e as células controles, apenas com o0 meio de cultura livre
de soro fetal bovino. O soro fetal bovino (SFB) é o suplemento de crescimento mais
amplamente utilizado para cultura de células, principalmente por conta dos altos niveis
de fatores estimuladores do crescimento (Zheng, 2006). Ja foi visto em células A549
— gue sao uma linhagem celular humana proveniente de carcinoma de pulmao — que
0 crescimento em um meio pobre em SFB fazia com que essas células ficassem sob
estresse e ocorresse morte celular induzida por apoptose (Rashid & Coombs, 2019).
Embora as células Aag2 sejam uma linhagem proveniente de inseto, talvez o choque
de soro ocasione algo semelhante ao que foi visto para as células A549, o que poderia
explicar a nossa dificuldade em obter a mesma quantidade de células que culturas

celulares que nao passaram por essa auséncia de soro.

Resolvemos manter o choque de soro para a infeccéo (pois a presenca do SFB
na cultura poderia atrapalhar a infeccao das células), mas optamos por aumentamos
em um dia a incubacdo das células para que estas pudessem se multiplicar e

conseguissemos obter material para analise molecular.

Ap0s a padronizacao da infeccéo, realizamos trés experimentos independentes
onde as células foram submetidas ao regime de LD12:12. Apés quatro dias de
infeccdo viral, as células foram coletadas e seguimos com a analise molecular para
avaliacdo do perfil de expressao dos genes de reldgio em células infectadas e néo
infectadas, além de realizarmos citometria de fluxo para controle da infeccdo, onde a
porcentagem de células infectadas variou entre 25,6% e 35,7% nos 3 experimentos,
sugerindo que o nivel de infeccédo dessas células pode ser variavel mesmo quando
plagueadas na mesma concentragcdo celular. Conforme visto por Barreira e
colaboradores (2018), niveis de infeccdo ndo tdo altos (detectados por citometria),
conferem confiabiabilidade e sdo considerados niveis satisfatorios de infeccéo pelo
DENV2 em células mononucleares de sangue periférico. Esses resultados sao

corroborados por analises moleculares feitas por PCR. (Barreira et al, 2018).

Para analise molecular foram realizadas reacfes de PCR quantitativo em

tempo real, e foi visto que dos dez genes analisados, nenhum apresentou um perfil de
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expressao ciclico, tanto nas células infectadas, como nas células controle. Entretanto,
os graficos mostram que 0s genes per e tim possuem o mesmo perfil de expressao,
tanto em células infectadas como em células néo infectadas, sugerindo mais uma vez
gue ambos possam estar interagindo de uma maneira ainda ndo identificada. Também
vimos que per, tim e cwo, que sao possiveis repressores do relégio em Ae. aegypti,
apresentam um perfil de expressao semelhante em células infectadas (que é diferente
guando comparamos o perfil de expressdo desses genes com 0S Seus respectivos
controles), o que poderia indicar uma modulacdo dos genes de relogio pelo virus.
Contudo nédo podemos tirar conclusdes desse resultado, devido ao fato de
estatisticamente a ciclagem dos genes nao ser significativa.

Nosso objetivo foi avaliar como a infeccéo viral poderia estar atuando sobre a
atividade transcricional desses genes, a fim de entendermos como poderia estar
ocorrendo a interacao entre o relégio e a infec¢do por patdégenos no sistema de cultura
de células, interacao esta que ja € bem descrita em Drosophila (Lee & Edery, 2008) e
em outros mosquitos (Xi, Ramirez, Dimopoulos, 2008). Porém, ao ndo vermos uma
ciclagem significativa de nenhum gene em células infectadas e ndo infectadas, nos
questionamos se para as células Aag2 haveria a necessidade de sincronizar o ciclo
celular, uma vez que alguns trabalhos mostram que, ao sincronizar células de
mamiferos, com serum shock por exemplo, elas apresentam um perfil ciclico dos

genes de relogio (Balsalobre et al, 1998, Xiang et al, 2012).

No nosso trabalho optamos por ndo sincronizar o ciclo celular, por ndo termos
informacBes de duracdo deste ciclo nas células Aag2. Além disso, trabalhos
realizados com células de insetos ndo utilizam essa metodologia para analisar o perfil
de expressédo de genes de reldgio (Nawathean et al, 2005, Zhu et al, 2008, Rey et al,
2018).

Diante das dificuldades que tivemos em manter as ceélulas viaveis para a
realizacdo dos experimentos apos submeté-las a auséncia de soro para a infeccao,
pensamos que o serum shock ndo seja a melhor alternativa para sincronizacéo do
ciclo celular nestas células. Alguns grupos utilizam a forscolina, que € um diperteno
tipo labdano proveniente da planta Coleus forskohlii (também conhecido como
Plectranthus barbatus) para promover a sincronizagdo das células e obter uma
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expressao ciclica dos genes de reldgio, como por exemplo 0 que € visto para 0s genes
Perl, rPer2 em fibroblastos de ratos (rat-1 cells) (Yagita & Okamura, 2000). Outros
tipos celulares também séo sincronizados com forscolina, como por exemplo células
pancreaticas, que apresentam genes de reldgio com perfil ciclico apds a sincronizacao
(Saini et al, 2016).

Ainda ndo sabemos qual seria o impacto na viabilidade celular e se de fato a
sincronizacao com a forscolina poderia modular a expressao dos genes de relégio nas
células Aag2, mas na literatura, pelo menos em células de mamiferos, esta

abordagem esta se mostrando eficiente.

Mesmo que nao seja possivel afirmar que as células Aag2 possuam um relégio
circadiano funcional, estas células expressam todos os genes candnicos do reldgio, o
que nos mostra que ainda sdo necessarios estudos adicionais para entendermos se
estas células podem ser um modelo para estudos iniciais e complementares acerca

do reldgio circadiano em Ae. aegypti.
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6 — CONCLUSOES

As células Aag2 expressam todos os genes candnicos do reldgio.

Apenas o gene per em regime de LD12:12 tem um perfil de expressao ciclico,
com pico de expresséo no ZT1. O fato de apenas ser visto ciclagem deste gene
em LD12:12 e ndo em DD sugere que o Zeitgeber luz € muito importante para

sincronizacdo de per nessas células.

O serum shock realizado para a infeccdo das células Aag2 foi demonstrado

como sendo prejudicial para estas células.

As células Aag2 mostraram-se susceptiveis a infeccdo pelas trés cepas virais
DENV2 testadas durante a realizacdo dos experimentos (44/2; NGC e
BR/RJ66985/2000).

Em regime de LD12:12, as células Aag2 infectadas por DENV2 néo
apresentaram expressao ciclica dos genes de reldgio. Entretanto, nestes
experimentos, nas células controles da infeccdo (ndo infectadas), os genes de
relogio também ndo apresentaram um perfil de expressdo ritmico. A
sincronizacdo do ciclo celular pode ser importante para que estes genes

possam apresentar um perfil de ciclagem nessas células.
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7 — PERSPECTIVAS

e Estabelecer o perfil de expressao dos genes de reldgio em células infectadas
e nédo infectadas pelo DENV2 em escuro constante (DD);

e Padronizar um protocolo de sincronizacao do ciclo celular das células Aag2 por

forscolina.

e Testar a infeccdo pelo DENV2 nas células Aag2 na presencga de soro fetal

bovino no meio de cultura.

e Caracterizar o funcionamento dos genes de relégio em células da linhagem
Aag2:
- Através de ensaios de bioluminescéncia em células infectadas e néo
infectadas com DENV2, transfectadas com plasmideo per-luc ou cry2-luc em
regime de LD12:12 e DD;
- Através do silenciamento dos genes per, cyc e cry2 por CRISPR/Cas9 em
regime de LD12:12 e DD;

e Analisar o perfil de ciclagem de proteinas do relogio (PER, CYC e CRY2) em
células da linhagem Aag2 infectadas e nédo infectadas com DENV2 em regime
de LD12:12 e DD;
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ANEXO | - Lista de tamp®&es usados na dissertacao

1. Tampao Fosfato Salino PBS (1L)

8g de NacCl, 0,2g de KCl, 1,44g de NazHPO4, 0,24g de KH2PO4, 4gua deionizada para
completar 1L. pH 7.4

2. Tampao Fosfato de Sédio 0,1M (500mL)

38,7mL de NazHPO4 1M, 11,3mL de NaH2PO4 1M, pH 7.4, agua deionizada para
completar 500mL. pH 7,4

3. Tampao Fosfato de Sodio 0,2M (200mL)

38,7mL de NazHPO4 1M, 11,3mL de NaH2PO4 1M, pH 7.4, dgua deionizada para
completar 250mL. pH 7,4

4. Tampado de Permeabilizacdo (imunofluorescéncia)

BSA 1%, saponina 0,6%, em tampao fosfato 0,1M, pH 7,4

5. Tampao de Blogueio (imunofluorescéncia)

BSA 1%, saponina 0,2%, em tampao fosfato 0,1M, pH 7,4

6. Tampao de Diluicado (imunofluorescéncia)

BSA 0,1%, saponina 0,2%, em tampao fosfato 0,1M, pH 7,4

7. Tampao de Blogueio/Permeabilizacdo (Citometria de Fluxo)

BSA 2%, saponina 0,1%, em PBS 1X, pH 7,4.

8. Tampao FACS

EDTA 2mM, BSA 0,6%, B-mercaptoetanol diluido 1000x em PBS 1X, pH 7,4.

76



