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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Léo Nava Piorsky Dominici Cruz

Osciladores endogenos (clocks) sdo componentes indispensaveis para a geracao de
ritmos (outputs) circadianos a partir de sua sincronizacao por fatores externos (inputs).
Em organismos multicelulares, esse mecanismo é composto pelo oscilador central
(pacemaker), localizado no sistema nervoso central, e osciladores periféricos
localizados em outros tecidos, garantindo a manutencdo dos ritmos biolégicos
desempenhados durante a historia de vida desses organismos. O mosquito Aedes
aegypti- por exemplo- vetor de diversos patdgenos de importancia meédica, tem
comportamentos reprodutivos ritmicos, como a oviposicdo, que depende de um ciclo
de 24 horas de luz e escuriddo; entretanto, ainda ndo é claro se esses ritmos sao
produzidos unicamente pela atividade do oscilador central ou se osciladores
periféricos nos tecidos reprodutivos participam nesse processo. Devido a isso, em
nossa pesquisa, investigamos se o perfil de expressao dos genes do reldégio em
ovarios de A. aegypti indicavam a presenca de um oscilador endégeno nesses tecidos
e se a inseminacdo, como um dos principais eventos reprodutivos das fémeas desse
mosquito, poderia alterar esse perfil. Para isso, extraimos o0 RNA de ovarios no estagio
previtelogénico de fémeas virgens e inseminadas em condi¢des de 12 horas de luz e
12 horas de escuriddo (LD 12:12) e 24 horas de escuriddo constante (DD). Analisamos
a expressao desses genes por meio da Reacdo quantitativa em Cadeia da Polimerase
(gPCR) em tempo real e os quantificamos pelo método de 2-22Ct, Para investigar se
os valores da expressdo dos genes variavam dentro de um periodo de 24 horas e
apresentavam um perfil circadiano, recorremos a analise de variancia (ANOVA) e a
analise baseada em cosinor pelo software CircWave v1.4. Nossos resultados mostram
gue a maioria dos genes de reldégio nos ovarios de A. aegypti ndo apresenta um
padrdo de expressao oscilatorio em fémeas virgens e inseminadas, com excecédo do
gene period, que apresenta uma oscilagdo em sua expressdo em fémeas
inseminadas, mas apenas na condi¢do de LD. Verificamos ainda que a inseminagao
reduz o nivel de expressao apenas dos transcritos de vrille e Pdple em LD 12:12 e de
Clock em DD. Por outro lado, a expressao dos genes period, Clock, cryptochrome 1 e
cryptochrome 2 é reduzida em fémeas virgens mantidas em fotoperiodo LD 12:12 em
comparacdo as fémeas mantidas em DD. Em fémeas inseminadas, essa reducao
ocorre em period, cycle, vrille, cryptochrome 1 e cryptochrome 2. Nossos resultados
sugerem que o0s ovarios de A. aegypti ndo apresentam um oscilador endégeno
detectavel a nivel tecidual, mas a condi¢éo luminosa claramente modula a expresséo
de alguns genes de reldgio.
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Endogenous oscillators (clocks) are essential components for the generation of
circadian rhythms (outputs) by their synchronization by external factors (inputs). In
multicellular organisms, this mechanism involves the participation of a central oscillator
(pacemaker) located in the central nervous system and peripheral oscillators located
in other tissues, ensuring the maintenance of biological rhythms performed during the
life history of these organisms. The Aedes aegypti L. mosquito - for example -, vector
of several medically important pathogens, has reproductive rhythmic behaviors, like
oviposition, which depends on a 24-hour light and dark cycle; however, it is not yet
clear whether these rhythms are produced solely by the activity of the central oscillator
or if peripheral oscillators in the reproductive tissues participate in this process. Due to
this, in our research, we investigated whether the expression profile of clock genes in
A. aegypti ovaries indicated the presence of an endogenous oscillator in these tissues
and whether insemination, as one of the main reproductive events of this mosquito's
females, could change that profile. To achieve this, we extract RNA from ovaries at the
previtellogenic stage of virgin and inseminated females in photoperiods of 12 hours of
light and 12 hours of darkness (LD 12:12) and 24 hours of constant darkness (DD).
We analyzed the expression of these genes through real-time quantitative Polymerase
Chain Reaction (qPCR) and quantified them by the 2-22¢t method. To investigate
whether gene expression values varied within a 24-hour period and presented a
circadian profile, we used analysis of variance (ANOVA) and cosinor-based analysis
using the CircWave v1.4 software. Our results show that most clock genes in A. aegypti
ovaries do not show an oscillatory expression pattern in virgin and inseminated
females, except for the period gene, which shows an oscillation in its expression in
inseminated females, but only in LD condition. We also verified that insemination
reduces the expression level only of the vrille and Pdple¢ transcripts in LD 12:12 and
Clock in DD. On the other hand, the expression of period, Clock, cryptochrome 1 and
cryptochrome 2 genes is reduced in virgin females maintained in 12:12 LD photoperiod
compared to females maintained in DD. In inseminated females, this reduction occurs
in period, cycle, vrille, cryptochrome 1 and cryptochrome 2. Our results suggest that
A. aegypti ovaries do not present an endogenous oscillator detectable at the tissue
level, but light condition clearly modulates the expression of some clock genes.
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1 INTRODUCAO

1.1 Ritmos biol6égicos em insetos

Os organismos bioldgicos apresentam atividades e parametros fisiolégicos com
padrdes ritmicos. Levando-se em consideracdo sua frequéncia em relacdo a rotacao
da Terra, esses padroes podem ser classificados em ritmos ultradianos (do latim “ultra:
para além de” e “diem: dia”), circadianos (do latim “circa: cerca de” e “diem: dia”) ou
infradianos (do latim “infra: inferior” e “diem: dia”) (revisado por Bruno et al. (1)). Ritmos
ultradianos apresentam um periodo menor que 24 horas, e podem ser observados na
atividade cardiaca e respiratéria. Ritmos circadianos apresentam um periodo de
aproximadamente 24 horas (e.g. ciclos de sono e vigilia) Ritmos infradianos
apresentam periodos significativamente superiores a 24 horas e sdo exemplificados
por eventos como ciclos de estro, hibernacédo e diapausa (1).

Os ritmos bioldgicos podem ser sincronizados as variacdes das condicdes
ambientais as quais o0s organismos estdo diariamente submetidos, como
luminosidade, temperatura, umidade e outras mais (2). Esses fatores sao
denominados dentro da cronobiologia como Zeitgebers (do aleméo zeit: tempo e
geber: doador), ou pistas temporais, € sao responsaveis pelo “arrastamento” em
outras palavras, sincronizacao- do ritmo endégeno dos organismos com 0s ciclos
ambientais (2). Dessa forma, os organismos podem antecipar-se as mudancas
periddicas no seu ambiente, evitando danos e perda energética (3,4).

Apesar de serem sincronizados por fatores externos, os ritmos biolégicos sao
gerados e mantidos por elementos enddégenos do organismo (2). Esses elementos
compdem o “oscilador”, que conta com interacdes ritmicas de biomoléculas num
mecanismo de autorregulacdo que gera a ritmicidade das respostas fisiologicas (2,5).
A atuacdo do oscilador gera o livre curso dos ritmos mesmo na auséncia dos
Zeitgebers, permitindo que os organismos se antecipem as mudancas periddicas do
ambiente.

Até o momento, padrdes ritmicos ja foram identificados em todos os dominios
da vida (6), o que é esperado, tendo em vista que 0s organismos terrestres sempre
estiveram submetidos as mudancgas temporais do ambiente. Em plantas, por exemplo,
sédo conhecidas varias atividades ritmicas com padrdo tanto circadiano (7) como

infradiano (8). Em vertebrados, motivagées médicas levaram a descoberta de padrbes
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ritmicos em humanos e murideos, e permitiram o avanco no entendimento das
relacBes entre ritmos biologicos e doencas (9); além disso, estudos em vertebrados
também permitiram a compreensédo de ritmos ligados a sazonalidade (10-12).

Os ritmos biolégicos em insetos sdo relativamente bem estudados, levando-se
em conta a praticidade na manipulacdo desses organismos em ambientes controlados
e sua rapida sucessao de geracdes, 0 que permite a obtencdo de mutantes para
diversos padrdes ritmicos (2). Experimentos com fatores de sincronizacao permitiram
identificar oscilacéo ritmica em véarios parametros na biologia dos insetos, como na
atividade locomotora (13), alimentacao (14,15), comportamentos reprodutivos (16) e
desenvolvimento (17,18). Os ritmos circadianos, em especial, refletem os
comportamentos diarios da histéria de vida dos organismos, o que 0s tornam atrativos

para estudos de cronobiologia.

1.1.1 Ritmos circadianos

O reldgio circadiano é composto por trés componentes conceituais basicos: um
elemento externo sincronizador (input/Zeitgebers), o oscilador, ou marcapasso
(pacemaker), que gera o ritmo endégeno de cerca de 24 horas, e as vias de saida
posteriores (output/ritmo), que correspondem aos elementos controlados pelo relégio
e transmitem a informacéo temporal as mais diversas fun¢des celulares (Figura 1) (7).
O Zeitgeber mais importante € a luz, que, considerando um mesmo ponto ou
localizacdo geografica, muda conforme a rotacdo da Terra, proporcionando um
fotoperiodo (razdo luminosidade/escuriddo) com 12 horas de luminosidade e 12 horas
de escuridao (na altura da linha do Equador), variando conforme a latitude e a estacéo
do ano (2). A variacdo diaria na temperatura também atua no arrastamento do reldgio
biol6gico, com temperaturas maiores durante o dia e menores durante a noite, mas

variando sua amplitude a depender da localizagao geogréfica (2).



Zeitgebers Oscilador Ritmos
(impuf)  enddgeno(marcapasso)  (owtpui)

Figura 1. Representacédo ilustrativa dos componentes necesséarios a manutencdo dos ritmos
circadianos.

Os ritmos bioldgicos de padréo circadiano observados em organismos (e.g., atividade locomotora e
sono) sdo gerados a partir dos seus osciladores enddgenos (marcapassos), que sao sincronizados com
o periodo de rotacédo terrestre por sinais ambientais, como luz e temperatura.

As interacdes entre individuos também podem alterar a influéncia a
determinados Zeitgebers. Na mosca das frutas Drosophila melanogaster (Meigen,
1830), individuos mantidos em grupos apresentam ritmos de atividade locomotora
com fases (uma fracdo do periodo de um ritmo) similares, enquanto individuos
mantidos isolados ndo apresentam essa coeréncia de fases tao evidente (19). Essa
sincronizacao € proporcionada por comunicacao quimica (feromonios) e pode também
promover a sincronizacao entre grupos com diferentes fases ou periodos de atividade
(19,20). Na abelha social Apis mellifera (L., 1758), os ritmos individuais de seus
membros variam entre estagios de vida e castas, entéo a interacdo com os individuos
forrageadores € necessaria para a sincronizacdo das operarias que, conforme
amadurecem, passam a explorar o ambiente fora da colbnia (21).

A sincronizagdo pelos Zeitgebers s6 é possivel devido aos mecanismos de
recepcdo sensoriais, cujo funcionamento também se antecipa as mudancas
ambientais. A sensibilidade olfativa e visual sdo exemplos de mecanismos sensoriais
gue apresentam ritmicidade e podem indicar a fase do periodo diario em que se
encontra o organismo (22-24).

A atividade locomotora, entretanto, € um dos melhores indicativos do perfil
circadiano em insetos, pois normalmente traduz o desenvolvimento de tarefas

essenciais, como forrageio (15) e cépula (25). Alternativamente, outras atividades,
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como digestdo, podem ser desenvolvidas quando o organismo apresenta uma
locomocéo reduzida (26). Por essa razdo, a atividade locomotora € muito explorada
em estudos de cronobiologia e comportamentais em insetos (13,27-29).

Alguns comportamentos com ritmos aproximados de 24 horas nao séo
circadianos, uma vez que podem ser o0 produto de mascaramento. Esses
comportamentos sdo desempenhados apenas na presenca de um estimulo, mas néo
sdo mantidos pelo oscilador em livre curso (i.e., auséncia do Zeitgeber) (2). Essa
situacdo € representada, por exemplo, pela reducdo na amplitude da atividade
locomotora devido ao aumento de massa corporal (26,30) ou no aumento da atividade
locomotora proporcionado por alteracdes bruscas de luminosidade (31). Dessa forma,
nem todos os comportamentos observados reproduzem fielmente a programacao

enddgena circadiana do inseto.

1.1.2 Estrutura celular do oscilador central e osciladores periféricos

Os ritmos circadianos de atividade geral em insetos séo regidos pelo oscilador
central. Esse oscilador localiza-se em grupos especificos de neurénios do cérebro,
sendo bem caracterizado em D. melanogaster. Nesse organismo modelo, existem
cerca de 150 neurdnios compondo o oscilador central: neurdnios dorsais (DNSs) e,
neurdénios laterais (LNs), denominados em virtude da sua localizagdo no corpo
cerebral. Os DNs sao subdivididos em DN1, DN2 e DN3, enquanto os neurdnios
laterais em laterais ventrais (LNv) e laterais dorsais (LN4). Os LNvs podem ainda ser
grandes (ILNv) ou pequenos (sLNv). As populacdes de neurbnios sdo distribuidas
equitativamente entre os dois hemisférios do corpo cerebral e suas denominacdes
levam em consideracdo a sua posicao (dorsal, lateral e ventral), ainda que evidéncias
apontem que neurdnios da mesma posicéo tenham diferentes origens embriol6gicas
(32).

Além do oscilador central dos neurénios de relégio, outros osciladores podem
ser encontrados em diferentes tecidos e 6rgaos, onde sincronizam as fases de outras
fungbes, como crescimento e secrecdo de hormdnios. Em sua maioria, esses
osciladores periféricos sao independentes do oscilador central, mas alguns podem ser
sincronizados (e.g., relégio da Glandula Protoracica) ou serem dependentes- (e.g.,
reldgio do corpo gorduroso) dos ritmos produzidos pelo oscilador central (33).

A comunicacao entre o reldgio central e alguns relégios periféricos € mediada
por neuropeptideos, como o Neuropeptideo F (NPF) que atua na transmisséo do ritmo
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do oscilador central aos relégios da Glandula Protoracica e do Corpo
Gorduroso(34,35). Outros neuropeptideos, como o PDF (Pigment-dispersing Factor)
mediam a sincronizacdo do reldgio de células produtoras de feromonios(36).
Entretanto muitos mecanismos das vias de comunicagao entre os reldgios ainda séo

pouco caracterizados em insetos.

1.2 Genes do reldgio

O funcionamento dos osciladores depende, em sua instancia mais basica, da
expressao periodica de certos genes, comumente conhecidos como genes do reldgio.
Os genes do relégio sdo altamente conservados (37), permitindo a modelagem de
suas vias dentro de grupos com muito tempo de divergéncia, apesar de algumas
diferencas estruturais e funcionais serem observadas (38,39).

A descoberta de genes relacionados ao reldgio teve inicio pela observacédo de
individuos de D. melanogaster portando muta¢des induzidas, cujos periodos de
atividades desviavam do padrédo dos grupos controle. Esses achados demonstraram
gue os desvios dos periodos de atividades observados eram resultado de alteracbes
no material genético desses insetos (40). Desde entéo, a identificacdo de varios outros
componentes moleculares (Tabela 1) permitiu elucidar mecanismo de reldgio
endogeno e de suas vias, sendo identificadas, até 0 momento, trés alcas de regulacéo

génica: a alca central e duas alcas interligadas(5).



Tabela 1. Principais componentes moleculares dos relogios de insetos.

Os genes envolvidos no relogio sdo apresentados junto aos seus produtos proteicos, grupos de
organismos em que foram caracterizados e sua fung¢éo na regulagdo do relégio (tomando-se como
base, os modelos de Drosophila melanogaster e insetos ndo modelos). Baseada em dados de (5,41—

46).
Gene Produto Clados portadores Funcdo no reldgio
period PER e Insecta, Mammalia e Inibicdo da transcricdo
timeless TIM e Insecta, Mammalia mediada por CLK/CYC
(ligacdo com CLK/CYC)
Clock CLK e Insecta, Mammalia
(ort6logo: mClock) e Ativacdo transcricional de
per, tim, vri, Pdple e genes
cycle CYC e Insecta, Mammalia .
controlados pelo reldgio
(ortélogo: BMall)
Par-domain PDPle e Insecta e Regulacao positiva de Clk
protein-1&
vrille VRI e Insecta, Vertebrata e Regulacdo negativa de Clk
(ort6logo: NF-IL3A)
clockwork CWO e Insecta ¢ Inibigdo/ativagéo da
organge transcricdo mediada por
CLK/CYC
cryptochrome 1 CRY1l e Insecta (exceto e Sensibilidade luminosa;
Hymenoptera e inducgo de TIM a
Coleoptera) degradacéao via
proteosoma
cryptochrome 2 CRY2 e Insecta (exceto e Inibicdo da transcricdo
Cyclorrhapha), mediada por CLK/CYC
Vertebrata (ort6logo:
mcry)
ecdysone- E75 e Ecdysozoa, e Regulagao negativa de Clk

induced protein
75

Mammalia (ortélogo:
REV-ERBa e REV-

ERBB)

(Drosophila melanogaster);
Represséo do ritmo de cyc
e tim (Thermobia

domestica)




1.2.1 Alcga central (core loop)

Na alca de regulacdo central do relégio, os genes Clock e cycle e suas
respectivas proteinas atuam associados como um complexo de transcricdo
(CLK/CYC) que regula positivamente o relégio (5). Em oposi¢céo, os genes period e
timeless e seus produtos sdo os principais reguladores negativos (5).

O primeiro gene descrito do relégio de insetos foi period (per), descoberto a
partir de mutantes induzidos de D. melanogaster que apresentavam variacbes no
periodo de emergéncia dos adultos e de atividade locomotora circadiana em relacao
as 24 horas em moscas selvagens: per-(29h), perS (19h) e per° (arritmico) (40). Outras
observacdes sobre mutantes ritmicos nesse locus confirmaram a importancia de per
para o controle dos ritmos circadianos (47).

Observacgdes sobre o padréo de expressao de per e de seus alelos mutantes
revelaram uma oscilagdo padrdo de 24h, aumentando do ZT (Zeitgeber Time) 6 e
atingindo seu pico aproximadamente no ZT 15, diferente do padrao de abundéancia de
sua proteina (PER), sugerindo um mecanismo de retroalimentacdo (feedback)
negativa (48). Tal hipétese foi reforcada por evidéncias da inibicdo da oscilagédo de
per pela presenca constitutiva de PER (49).

Estruturalmente per consiste num locus de aproximadamente 7 kb (kilobases)
localizado na regidao 3B1-2 do cromossomo X (50-52). Seu principal transcrito possui
4.5 kb (53) e codifica uma proteina de cerca ~1127 aminoéacidos (54,55). PER
apresenta dois dominios de ligacdo proteica PAS (abreviacdo para os genes period-
arnt-single minded), homélogos em genes de diferentes vias fisioldgicas (56). Em PER
também ha uma sequéncia de repeticdes homologas aos sitios de glicosilacdo em
proteoglicanas de mamiferos (54,55), a qual possivelmente estd relacionada ao
mecanismo de compensacdo de temperatura nesse gene de relégio (57).

Algum tempo apds a descoberta de period, outros genes relacionados ao
relégio foram descobertos em mutantes de Drosophila, como timeless (tim),
identificado a partir de moscas que perdiam os ritmos circadianos de atividade e de
expressdo de period (58). TIM é essencial para a acumulagéo de PER no citoplasma
e para sua entrada no nucleo celular- onde interfere na expressao de per e com o
padrao de atividade locomotora do inseto (59,60). As duas proteinas dimerizam por
uma ligacao heterotipica, por meio do dominio PAS de PER(61,62). Gekakis et al. (63)
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demonstraram experimentalmente essa ligacdo e sua dependéncia de temperatura,
pois, altas temperaturas inibiam a dimerizacao de PER e TIM.

Além de permitir a nuclearizacdo de PER, TIM € importante pela sua relacéo
com fatores de arrastamento. TIM é rapidamente degradada pela luz no citoplasma,
uma etapa determinante para a manutencdo do periodo do relégio (64,65). A
degradacdo de TIM tem a participacdo de uma molécula fotossensivel denominada
CRYPTOCHROME (CRY), que se liga a TIM (66) e permite seu direcionamento a via
de degradacgéao ubiquitina-proteossoma (67).

O gene CIlk (Clock), identificado em mutantes com periodos de atividade e
eclosdo mais curtos (68), € muito importante na alca central de regulacéo do reldgio,
pois codifica o fator de transcricdo positivo de per e tim (69). CLOCK é uma proteina
do grupo bHLH (basic-helix-loop-helix), dominio comum a fatores de transcricdo e com
afinidade a sequéncias de DNA, especialmente as regiées E-box (CACGTG) (69).

O gene cyc (cycle) codifica outro fator de transcricdo do grupo bHLH-PAS
importante para a expressao de per e tim em Drosophila cujos mutantes apresentam
fenétipos semelhantes aos mutantes de Clk (70). Devido a sua homologia ao gene de
relégio mamaliano Bmall, cuja proteina dimeriza com mCLK (proteina CLK de
camundongo), especulou-se que CYC (proteina de cyc) também associava-se como
dimero ao homdlogo CLK de Drosophila (70). A expressédo de cyc em D. melanogaster
ndo apresenta padrdo oscilatorio (70), entretanto em outros insetos, como 0s
mosquitos, esse componente possui oscilagao circadiana (38,71).

A partir dessas conclusdes, o0 modelo de regulacdo da alca central do reldgio
de D. melanogaster (Figura 2) procede pelas seguintes fases: no ZT04, a expressao
de per e tim inicia-se induzida pelo complexo CLK/CYC, atingindo seu pico
aproximadamente no ZT18. O acumulo de PER e TIM no citoplasma ocorre
aproximadamente no ZT12 (inicio da fase de escuriddo do ciclo, ou escotofase), e sdo
direcionados ao nucleo na forma de PER/TIM, a partir do ZT18; no nucleo, esse
complexo induz a fosforilagéo de CLK e, consequentemente, a liberacédo de CLK/CYC
do sitio E-box. Essa liberagéo reduz a expressao mediada por CLK/CYC (inclusive
dos per e tim). Ao ZTO (inicio da fase luminosa do ciclo, ou fotofase), a presenca de
luz induz & degradacdo de TIM, evitando a estabilidade de PER e deixando livre
complexo CLK/CYC para a transcricao de per e tim, reiniciando o ciclo a partir do ZT04
(Revisado em Hardin 2011)(5).



Apesar do papel dos componentes da alca central, a regulacdo do reldgio
depende de modificacbes pos-traducionais desses componentes, proporcionadas por
guinases, que regulam a concentracao das proteinas de reldgio, permitem sua entrada
no nucleo, ativacéo ou inducao a degradacao. Por exemplo, a proteina DOUBLETIME
(DBT), codificada pelo gene Doubletime (dbt), controla a concentracao citoplasmatica
de PER no citoplasma e o induz a degradacéo no nucleo pela proteina F-box SLIMB
(72,73).

Outras quinases garantem a estabilizagdo em complexos proteicos, como a
proteina SHAGGY (gene sgg), da via embriogénica, que possibilita a entrada do
complexo PER-TIM no nucleo celular (74). A nuclearizacédo desse complexo também
€ promovida pela quinase CK2 (Casein kinase 2), que também atua na estabilizacéo

de CLK, mas reduz a atividade transcricional desse componente do rel6gio(75,76).
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Figura 2. Modelo de regulacédo central do relégio pelos genes per e tim.

(A) O complexo CLK/CYC atua promove a transcricdo dos genes da alga central, per e tim, além de
outros genes de vias posteriores que possuem uma regido E-box. (B) PER e TIM comecam a se
estabilizar e acumular no citoplasma aproximadamente no ZT12, com o auxilio da proteina Doubletime
(DBT), e atingem seu pico no ZT18 (cerca de seis horas apés o pico de expressédo de seus genes). (C)
A partir do ZT18, o complexo PER-TIM-DBT comeca a adentrar o ndcleo, com o auxilio das quinases
Casein Kinase 2 (CK2) e Shaggy (SSH); esse complexo inibe a expressdo de per, tim e genes
controlados pelo relégio impedindo que o complexo CLK/CYC se ligue as E-box desses genes. (D) O
inicio da fase reseta o relégio quando a proteina Cryptochrome (CRY1) reage com a luz azul e
sequestra TIM, induzindo-o & degradacgéo via proteosoma; PER também € induzido a degradacéo pela
proteina SLIMB, o que interrompe a ligagdo com o complexo CLK/CYC e retoma a transcri¢do de per,
tim e genes controlados pelo rel6gio. Nomes dos genes e proteinas sdo descritos no texto; linha dupla:
membrana nuclear; curva sinodal: expressao ciclica; linha com seta fechada: sintese, montagem ou
localizagéo; X: transcricdo cessada. Baseado em Hardin (5).

1.2.2 Algas interligadas (interlocked loops)

A importancia da alca central reside no controle da expressdo dos seus
principais componentes (per e tim) e dos genes controlados pelo relogio (clock
controled genes) das vias posteriores (outputs). Entretanto, verificou-se que a
expressdo de Clk em D. melanogaster era inibida durante a atividade do complexo
CLK/CYC, e retomada durante a atividade de PER/TIM, o que indicava que CIk
mantinha sua expressao controlada por meio de uma algca de retroalimentacéo
negativa (77). Entretanto, ndo havia definicdo se essa regulacdo negativa ocorria
diretamente pela ligagédo de CLK/CYC a Clk ou indiretamente por outros elementos.

Eventualmente, a proteina Vrille (VRI) foi implicada como elemento de inibigdo

direta da expressao de CIk (78). VRI é um fator de transcrigcdo da familia Basic-region
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leucine zipper (bZIP), muito similar a proteina E4BP4, de mamiferos, que € um
repressor do gene CIlk (78,79). A expressdo do gene vrille (vri) € dependente do
complexo CLK/CYC, iniciando no ZT04 e atingindo seu pico no ZT14, em antifase
(perfis com picos e vales de expressdo em fases opostas do periodo) a expressao de
CIk, indicando o papel de VRI na inibicdo da expresséo desse gene (78).

Assim como vri, 0 gene Pdp7e (Par-Domain Protein 1 €) codifica um fator de
transcricdo bZIP (PDPlg) que adentra o nucleo, e possui padrdo de expresséo
periddica. Tal como vri, Pdp1e também possui um dominio E-box e sua expressao é
dependente da ligacdo pelo complexo CLK/CYC, mas seu pico de expressao ocorre
algumas horas ap6s o de vri (ZT 18), quando este gene tem seus niveis reduzidos e
os niveis de CIk voltam a aumentar (80).

A partir das evidéncias de atividade de vri e pdp7e, Cyran et al. (80),
propuseram um modelo de regulacdo da transcricao de Clk, em que vri participa como
repressor transcricional e Pdp1¢ como ativador (Figura 3). Nesse modelo, vri e Pdp1¢
comecam a ser transcritos pela ligacdo de CLK/CYC (junto a outros genes
dependentes desse complexo) no inicio da fotofase, enquanto os niveis de Clk séo
reduzidos devido a acdo de VRI. VRI atinge seu pico entre os ZTs 12 e 15, a partir do
gual comeca a reduzir (possivelmente pela menor vida util), permitindo a expresséo
de CIk por meio de PDPlg, que atinge seu pico pouco tempo depois (ZT 18). O
aumento da expressao de CIk ocorre nos ultimos momentos da escotofase e, ao inicio
do préximo ciclo, CLK/CYC promove a expressao dos genes da alca central (per e

tim), da alca interligada (vri e Pdp7¢) e dos genes controlados pelo relogio.
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Figura 3. Modelo de regulacédo do reldgio pelos genes vri e Pdple.

Nomes dos genes e proteinas sdo descritos no texto; linha dupla: membrana nuclear; curva sinodal:
expresséo ciclica; curva sinodal oposta: expressdo em antifase; linha com seta aberta: transcri¢cdo ou
ativacéo; linha com seta fechada: traducdo ou mudanca de localizag&o; linha com seta bloqueada:
repressdo da transcricdo; barra: atividade antagonica entre os fatores de transcricdo. Baseado em
Hardin (5).

Outra alca de regulacao interligada envolve o gene cwo (Clock-work orange),
um gene da familia de fatores de transcricdo bHLH-ORANGE, homdlogo dos genes
Decl e Dec2 de mamiferos. A proteina CWO foi identificada em D. melanogaster
como um repressor transcricional dos genes alvo de CLK/CYC, atuando no final da
escotofase na inibicdo da transcricAo mediada por esse complexo (inclusive dos
genes da alca central e cwo), de forma complementar a acdo de PER (81). Isso é
reforcado pelo fato de mutacfes nesse gene provocarem um alongamento do periodo
circadiano ou arritmia da atividade locomotora (81). CWO também pode atuar como
um ativador da transcricdo mediada por CLK/CYC em D. melanogaster e Gryllus
bimaculatus, demonstrado pela reducédo da amplitude de expresséo de genes ativados
por esse complexo em individuos cuja expressao de cwo foi comprometida (82,83).

Dessa forma, CWO promove o ajuste fino da oscilagédo do relogio (Figura 4).
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Figura 4. Modelo de al¢a de regulacéo do relégio pelo gene cwo.

Nomes dos genes e proteinas sédo descritos no texto; linha dupla: membrana nuclear; curva sinodal:
expressao ciclica; linha com seta aberta: transcrigdo ou ativagdo; linha com seta fechada: traducéo ou
mudanca de localizagdo; linha com seta bloqueada: represséo da transcricdo. Baseado em Hardin (5)
e Richier et al. (83)

Além da al¢a central e das alcas interligadas, outros componentes moleculares
foram identificados como reguladores do relégio de insetos. E o caso do gene
Cryptochrome 2 (cry2), um homoélogo do gene cryl de mamiferos (84). Apesar dessa
natureza conservada, CRY2 (produto proteico de cry2) € ausente no relégio de
Drosophila melanogaster (Tabela 1) e curiosamente é o Unico criptocromo relacionado
ao relégio em Hymenoptera e Coleoptera, nos quais CRY1 € ausente (41).

Uma vez que mCRY1 (produto do gene cryl de mamiferos) € um repressor
transcricional do reldgio, estudos na mariposa monarca Danaus plexippus (L.)
confirmaram que CRY2 também desempenha esse papel no relégio de insetos, no
qual atua independente da alca central na inibicdo da transcricdo mediada por
CLK/CYC(84,85). Essa inibicdo ndo ocorre pela interacédo de CRY2 com o E-box dos
genes alvos, mas possivelmente pela ligacdo de CRY2 ao dominio C-terminal de CYC
(Figura 5), dominio ausente em D. melanogaster (41,86). Em D. melanogaster, CRY1
também é um repressor da transcricdo mediada por CLK/CYC em osciladores

periféricos, o que compensaria a auséncia de CRY2 (87).
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Figura 5. Modelo de inibicdo da transcricdo mediada por CLK/CYC pela acdo de CRY2 em
Danaus plexippus.

Nomes dos genes e proteinas sdo descritos no texto; linha dupla: membrana nuclear; curva sinodal:
expresséo ciclica; linha com seta aberta: transcri¢do ou ativacéo; linha com seta fechada: traducéo ou
mudanca de localizacéo; linha com seta bloqueada: represséo da transcricdo. Baseada em Yuan et al.
(41); Zhu et al. (84, 85).

Outro gene cujo produto é indicado como componente do relégio € o gene da
proteina 75 induzida por ecdisona (E75), que codifica um receptor nuclear do
horménio esteroide ecdisona e esta amplamente difundido entre os animais do clado
Ecdysozoa (88), uma vez que é um componente imprescindivel ao seu
desenvolvimento e reproducao (89-91). Entretanto, a proteina E75 também participa
do funcionamento do relégio, o que é sugerido por sua homologia com as proteinas
heter6logas de mamiferos REV-ERBa (NR1D1) e REV-ERBB (NR1D2), que tém
expressao ciclica e inibem a expressédo de Bmall, homologo de cyc (44).

A expresséo de E75 € necessaria para manter o ritmo de atividade locomotora
na traca Thermobia domestica (Packard, 1873), e sua inibicdo também promove a
expressao ciclica de tim e cyc, que naturalmente ndo sao ritmicos nesse inseto (42).
A superexpressao ou reducdo da expressao de E75 também suprime os ritmos de
atividade e repouso de Drosophila melanogaster (46,92). Além disso, E75 parece
atuar, assim como VRI, na repressao da transcricdo de CIk e sua atividade € inibida
por PER (Figura 6) (46).
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Figura 6. Modelo de regulagdo do relégio por E75 em D. melanogaster e
Thermobia domestica.

Nomes dos genes e proteinas sdo descritos no texto; linha dupla: membrana
nuclear; curva sinodal: expresséo ciclica; curva sinodal oposta: expressdo em
antifase; linha com seta fechada: sintese, montagem ou localizac¢éo; linha com
seta bloqueada: represséo da transcrigdo ou inibicdo. Em D. melanogaster, E75
inibe a transcricdo de Clk, enquanto em T. domestica, E75 inibe a oscilacdo de
cyc e tim. Baseado em Kamae et al. (42); Kumar et al. (46); Jaumouillé et al. (92).

1.3 Oscilador nos tecidos reprodutivos

A maturacdo dos tecidos reprodutivos em organismos multicelulares é
fortemente dependente de mecanismos de controle temporal, o que torna plausivel a
atuacao do reldgio em suas células. Evidéncias de reldgios periféricos nos tecidos
reprodutivos sdo bastante descritas em mamiferos, onde varios genes de relégio
foram observados oscilando em alguns tipos de tecidos, enquanto outros nao (93-95),
sendo essa oscilagdo modulada também pela interagcdo com hormonios secretados
em diferentes momentos do ciclo estral (96). Apesar disso, o reldgio central parece
atuar em conjunto com esses reldgios periféricos no processo de maturagdo dos
tecidos reprodutivos e células germinativas (revisado em Sellix (97)).

Em modelos de insetos, entretanto, o papel dos genes de reldgio nos tecidos
germinativos ainda é pouco conhecido. Os genes de relégio sdo essenciais para a
fertilidade dos machos de D. melanogaster. Machos carregando mutac¢des nos genes
de relégio possuem cerca de 40% menos espermatozoides em suas vesiculas

seminais que machos selvagens, o que reduz também quantitativamente sua prole
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(98). Os genes de relbgio per, tim e Clk nas vesiculas seminais também apresentam
um padréo ritmico e os componentes PER e TIM penetram no nucleo das células
epiteliais dos testiculos e vesiculas seminais, sugerindo fortemente que atuam na
manutenc¢ao dos ritmos de producéo das células germinativas (98).

Em fémeas de D. melanogaster, por outro lado, PER e TIM ndo adentram o
nacleo dos ovarios, como ocorre nas celulas que compdem o relégio e nao
apresentam flutuacédo diaria, em resposta a presenca de luz ou aos componentes CLK
e CYC (99). Essa persisténcia pode ser explicada pela auséncia de CRY1 nas células
foliculares, o que evita a degradacédo de TIM, que mantém a estabilidade de PER no
citoplasma (100).

A deplecéo de TIM ou expressao constitutiva de PER nédo afetam a producao
de ovocitos maduros, sugerindo que, em D. melanogaster, esse processo pode ser
independente de um reldgio funcional (99). Contudo, assim como em machos, a
presenca de formas funcionais dos genes per e tim ainda € essencial garantir uma
guantidade natural de células maduras e de prole, sugerindo que a regulacdo desses
genes contribui para a fecundidade nesse inseto, ainda que ndo como genes de
relégio (99).

Evidéncias demonstram que PER possui uma regulacdo no desenvolvimento
das células dos ovarios de D. melanogaster, “semelhante ao ritmo de expressédo
circadiano do gene per’. No estagio previtelogénico, PER ¢é exclusivamente
citoplasmatico, mas no inicio do estagio vitelogénico, essa proteina predomina no
ndcleo de algumas células foliculares (apesar de nem todas expressarem PER no
ndcleo), talvez pela fosforilacao induzida por DBT, e tem seu nivel reduzido conforme
as ceélulas foliculares progridem pela vitelogénese (101).

Tobback et al. (102) observaram que per, tim e Clk sdo expressos nos ovarios
de fémeas do gafanhoto do deserto Schistocerca gregaria (Forskall, 1775). Esses
autores também reduziram, por meio de RNA de interferéncia (RNAI), a expressao de
per e tim nos ovarios das fémeas desse inseto, que foram injetadas e posteriormente
inseminadas por machos. Essa reducao diminuiu a quantidade de ovos postos pelas
fémeas, mas ndo a quantidade de ovos fertilizados, jA que os machos nado foram
tratados com RNAI. Além disso, a inibicdo de per resultou no aumento da expresséo
de tim e vice-versa nos ovarios e no cérebro, indicando a existéncia de um feedback

tipico de um relogio; por outro lado, a inibicdo de Clk é deletéria para esse inseto.
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1.4 Ciclo de vida, ritmos e reldgio do vetor Aedes aegypti

Dentre os insetos vetores de parasitas causadores de doencas humanas e
veterinarias, destaca-se o mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762), vetor confirmado
de diversos arbovirus, protozoérios e helmintos, além de possivel vetor de diversos
parasitas causadores de doencas emergentes (103-105). A espécie A. aegypti
engloba as subespécies: A. aegypti aegypti - amplamente distribuida entre as
populacdes humanas e comum em nucleos urbanos - e A. aegypti formosus - um
mosquito de habitos silvestres encontrado em florestas equatoriais da Africa
subsaariana (revisado por Powell e Tabachnick (106)). A distribuicdo atual do A.
aegypti € um retrato da propria dispersdo humana pela Terra e pelas modificacbes
ambientais promovidas durante esse fendbmeno (106).

A atividade locomotora e dos mosquitos A. aegypti adultos € majoritariamente
diurna, com maior expressao nas primeiras e nas Ultimas horas da fotofase, com baixa
amplitude de atividade durante a escotofase (107-109). Mudancas de postura
corporal e expressdo génica diferenciada sugerem que, além de terem sua atividade
reduzida durante a escotofase, 0s mosquitos podem passar por um estado analogo
ao sono dos mamiferos, fenbmeno ja observado em outros insetos (110).

Em relacdo a reproducdo, machos e fémeas de A. aegypti respondem
prontamente a presenca de feroménios e sinais sonoros do sexo oposto, e
experimentam um aumento de sua atividade locomotora (25,111). Fémeas de A.
aegypti também reconhecem os sinais sonoros do bater de asas (lovesong) dos
machos e sincronizam seu proprio bater de asas até que o par atinja uma frequéncia
de 1200 Hertz (convergéncia harmdnica), apos o qual, ocorre a copula (112). Em cerca
de 20 horas apo0s a primeira copula e inseminacéo, as fémeas tornam-se refratarias
as tentativas de cOpulas posteriores por outros machos (113). Por outro lado, os
machos podem copular com fémeas diferentes ao longo da vida (114).

Apoés a inseminacdo pelos machos de sua espécie, as fémeas de A. aegypti
experimentam uma reducéo da amplitude de sua atividade locomotora média durante
a fotofase, 0 que se acentua mais ainda apos a realizacéo do repasto sanguineo (26).
Essa reducdo da atividade locomotora apds 0 repasto sanguineo poderia ser um
mascaramento provocado pelo aumento da massa da fémea, como um mecanismo
para evitar a formacéo de radicais livres pela reacdo do grupo heme do sangue
gquando em contato com a luz ou pela necessidade da digestdo do conteudo

sanguineo e maturagdo dos ovarios (26), haja vista que a digestao sanguinea leva a

17



uma reducdo no consumo de oxigénio pelas mitocdndrias dos masculos alares nesse
inseto (115).

As fémeas de A. aegypti ovipositam na borda de corpos de agua léntica,
preferencialmente artificiais (116), distribuindo seus ovos por sitios distintos, o que
maximiza o sucesso reprodutivo (117). O ritmo de oviposicdo desse inseto é
fortemente influenciado pela luz (16). Fémeas mantidas em fotoperiodo LD 12:12
depositam mais ovos durante a escotofase, fémeas mantidas em DD (escuriddo
constante, do inglés dark:dark) ovipositam igualmente tanto no dia subjetivo quanto
na noite subjetiva, enquanto fémeas mantidas em LL (claro constante, do inglés
light:light) ovipositam menos durante a noite subjetiva. Entretanto, o fotoperiodo é
essencial para garantir a viabilidade dos ovos (16). Uma grande proporcédo de ovos
de fémeas mantidas em LL s&o inviaveis, enquanto fémeas mantidas em DD
produzem menos ovos viaveis durante o dia ou a noite subjetiva que fémeas mantidas
em LD, durante a escotofase (16).

A formacdo de pupas e a emergéncia das formas adultas sdo processos
continuos, que se iniciam nas primeiras horas da fotofase, sendo que os machos
precedem as fémeas em cerca de oito a dez horas na formacé&o de pupas, e em cerca
de duas a trés horas na emergéncia do imago (118).

O oscilador central de Aedes aegypti assemelha-se em muitos aspectos ao de
D. melanogaster, porém, apresenta algumas diferencas. Gentile et al. (119)
identificaram e caracterizaram a oscilagédo da expressao de timeless em A. aegypti, 0
primeiro gene de reldgio identificado nesse mosquito. Em A. aegypti, tim atinge sua
expressdo maxima na transicdo entre a fotofase e a escotofase, reduzindo
consideravelmente sua expressao no ZT19 e retornando a aumentar seus niveis ao
final da escotofase e inicio da fotofase.

Gentile et al. (38) caracterizaram a oscilacdo da expressao dos genes de al¢ca
de regulacao central (per, tim, Clk e cyc), da alca de regulacéo de Clk (vri e Pdp7¢) e
dos criptocromos (cryl e cry2) em A. aegypti e no mosquito doméstico comum Culex
quinquefasciatus Say (1823), a partir de tecidos da regido cefalica, localizacdo do
oscilador central (Figura 7). Esses autores observaram que, apesar de apresentarem
padrées de atividades em fases diferentes (A. aegypti € predominantemente diurno,
enquanto C. quinquefasciatus é predominantemente noturno), a oscilacdo da maioria
dos genes de reldgio dessas duas espeécies € muito similar, indicando que o padréo

de oscilagdo desses genes ndo é necessariamente correlato com as fases dos ritmos
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dos organismos. Os autores também observaram que a oscilagdo de cry2 (ausente
em D. melanogaster) em A. aegypti apresentava dois picos de expressao, o que foi
sugerido pela presenca de sitios V/P-box exclusivamente no cry2 desse mosquito, que
poderiam levar a ativacdo desse gene pela acdo de PDP1¢e. Contudo, essa hipétese
merece maior investigacao.

Outra contribuicéo relevante de Gentile et al. (38) foi a demonstracéo que cyc
apresenta uma oscilagcdo circadiana tanto em A. aegypti quanto em C.
quinquefasciatus, diferentemente de D. melanogaster, na qual a expressdo desse
gene ndo oscila. Essa diferenca pode estar relacionada a auséncia de um dominio de
trans-ativacao C-terminal no gene cyc de D. melanogaster, mas presente em outros
dipteros (e diversos outros eucariotos), como o flebotomineo Lutzomyia longipalpis

(Lutz e Neiva, 1912) (120). Entretanto, a distribuicdo espacial e temporal de CYC
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Figura 7. Expresséo circadiana dos genes de rel6gio em Aedes aegypti (linhas claras) e Culex
quinquefasciatus (linhas escuras).

Fotoperiodos LD 12:12 sdo representados por linhas intermitentes e escuriddo constante (DD) sé&o
representados por linhas continuas. Os graficos compilam a oscilagdo observada durante trés dias, nos
quais os insetos estiveram submetidos a condi¢6es LD 12:12 ou DD em temperatura constante de 25°
C. Cada amostra representa um pool de 10 cabecas de fémeas, coletadas em 12 pontos de tempo
durante 24h. A variacdo temporal na abundancia do mRNA em todos 0s casos € significativa, com
excecdo de tim de A. aegyptiem LD e Clk em LD e DD. Modificado de Gentile et al. (38).

(produto de cyc) so6 foi mapeada em A. aegypti por Chahad-Ehlers et al. (71), os quais

observaram a oscilacdo de CYC em quase todo o cérebro do mosquito - com excecéo
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da area dorsal -, com expressdes maxima no ZT3 e minima no ZT11, em fase com
seu gene.

Além do fotoperiodo, ciclos diarios de temperaturas também séo capazes de
sincronizar a oscilagdo da expressao dos genes do reldgio de A. aegypti e outros
mosquitos. Manipulando ciclos de temperatura com amplitude de 10°C (20 ou 30° C)
durante 24 horas, Rivas et al. (121) verificaram que a oscilacdo na expressao de
alguns genes de reldgio tanto de A. aegypti e como de C. quinquefasciatus muda se
0 organismo esta submetido a um fotoperiodo com fotofase (fase clara do ciclo) a 30°
C e uma escotofase (fase escura do ciclo) a 20° C (“dias quentes e noites frias”;
temperatura reforcando a luz) ou com fotofase a 20° C e escotofase a 30° C (“dias
frios e noites quentes”; temperatura conflitando com a luz). Em dias frios e noites
qguentes, per e tim sofrem um atraso nos seus picos de expressdo em A. aegypti e C.
quinquefasciatus. Nesse regime conflitante, o pico de cyc também sofre um leve
atraso em A. aegypti e uma reducédo na amplitude em C. quiquefasciatus; cry2 sofre
uma reducéo da amplitude em A. aegypti (possivelmente pela perda da oscilacdo de
vri nesse regime) e seu pico avanca sua fase em C. quinquefasciatus; por fim, o pico
de Pdp1e sofre um leve atraso em A. aegypti e um leve avanco de fase em C.
quinquefasciatus, com reducdo de sua amplitude nesse ultimo. Rivas et al. (121)
também observaram que os ritmos de atividade locomotora de A. aegypti sdo mais
susceptiveis a sincronizacdo pela temperatura, enquanto os de C. quinquefasciatus
sdo mais susceptiveis a sincronizacgdo pela luz.

Teles-de-Freitas et al. (122) mostraram que a maioria dos genes do rel6gio em
cabecas de A. aegypti mantém seus ritmos de expressdo em fotoperiodos e
termoperiodos seminaturais (transicdo gradual de luz e temperatura entre a fotofase
e a escotofase) caso luz e temperatura estejam em fase uma com a outra. Quando
luz e temperatura estéo fora de fase uma com a outra, o gene tim perde seu carater
ritmico de expressao (122).

Teles-de-Freitas et al. (123), mostraram que, nos corpos (sem cabecas) de A.
aegypti, a expressao de quatro genes de relégio (per, tim, cyc e cry2) mantém seu
ritmo se as condi¢cbes seminaturais de luz e temperatura estiverem em fase. Em seu
trabalho, esses autores mostraram que a luz ou a temperatura sozinha (i.e., caso um
dos Zeitgebers seja mantido constante durante o ciclo) ndo sdo capazes de manter o
ritmo de expressao de todos os genes estudados. Sob temperatura constante de 25°

C, trés dos genes estudados perderam seus ritmos de expressao, 0 que ndo ocorre
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em cabecas (38,123), e, sob escuriddo constante, apenas per e tim mantiveram seus
ritmos de expressdo. Além disso, nos corpos de mosquitos nessas condicfes
seminaturais, a expressao de cry2 ndo apresenta um segundo pico no ZT17, como

acontece nas cabecas de mosquitos sob essas mesmas condi¢des (123).

1.5 Contribui¢cdes da inseminacao na alteracéo do perfil de expressédo génica
em fémeas de Aedes aegypti.

O processo de inseminacéo das fémeas de A. aegypti - tal como em diversos
insetos - por machos da mesma espécie promove uma série de alteracgdes fisiologicas
nas fémeas que podem torna-las refratarias a futuras copulas (124), reduzir o nimero
de foliculos ovarianos reabsorvidos durante o estagio previtelogénico (125) e
aumentar o fithness das fémeas (126). Essas alteracdes sdo promovidas por
componentes presentes no sémen, derivados tanto das gbnadas quanto das
glandulas acessérias dos machos (do inglés Male accessory gland - MAG) e
transferidos pelos machos as fémeas durante a copula (125,127,128).

Numa analise direcionada aos genes de relogio de A. aegypti, Gentile et al.
(129) verificaram que a inseminagdo nao provoca a alteracdo na expressao desses
genes nem na cabeca nem em corpos das fémeas. Apenas a alimentacao sanguinea
provocou uma reducdo significativa na expressao de todos os genes de relégio no
ZT11 (Unico ponto de tempo avaliado), tanto nos tecidos da cabeca quanto do corpo.

Alfonso-Parra et al. (130) verificaram diferencas entre os perfis transcriptdmicos
do trato reprodutivo abaixo do oviduto (sem ovérios) de fémeas de Aedes aegypti
virgens e inseminadas: cerca de 60 transcritos sdo expressos ainda na primeira hora
apos a inseminacao, incluindo transcritos de genes expressos no trato reprodutivo dos
machos. Esses transcritos derivados de machos tém sua frequéncia reduzida nas
horas posteriores, indicando que sdo provavelmente degradados. As maiores
diferencas de expresséo, entretanto, foram observadas entre fémeas virgens e
fémeas inseminadas a partir das 6 horas apés a inseminacdo, com 150 transcritos
regulados positivamente e 130 negativamente nesse ultimo grupo. Dentre os genes
regulados negativamente, encontram-se alguns relacionados a processos ritmicos.

Alonso et al. (131) observaram que o perfil do transcriptoma de tecidos nao-
reprodutivos (cabecas e térax) de fémeas de Aedes aegypti € significativamente
alterado se essas fémeas estiverem em contato com machos conspecificos (mas néo

inseminadas) ou forem inseminadas por eles: em fémeas que apenas entraram em
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contato com machos, 1048 genes foram regulados positivamente e 1140
negativamente em relacdo as fémeas virgens; fémeas inseminadas tiveram 1062
genes regulados positivamente e 1192 regulados negativamente em relacéo a fémeas
gue apenas tiveram contato com machos. Por outro lado, apenas 65 genes regulados
positivamente e 275 negativamente foram identificados em fémeas inseminadas em
relacdo as virgens, indicando uma semelhanca entre os perfis transcriptdmicos dessas
duas condicdes. Dentre os genes encontrados com expressao diferenciada, nao foram
detectados genes relacionados ao rel6gio ou a processos ritmicos.

Camargo et al. (132) observaram que a inseminacéo, seguida de alimentacéo
sanguinea, pode alterar o perfil de expressao génica nas espermatecas- 0rgaos de
armazenamento e manutencéo do esperma no trato reprodutivo de fémeas de insetos-
de fémeas de A. aegypti-, pelo menos até 72 horas pos-inseminagdo. Fémeas
inseminadas- alimentadas com sangue e nao alimentadas- apresentaram, ao total,
107 genes regulados positivamente e 168 negativamente em relacdo as fémeas
virgens. Dentre esses genes, a maioria correspondia a transportadores idnicos, 0s
quais os autores supdem estarem envolvidos na manutencao do equilibrio idnico e do
pH nas espermatecas, juntamente com outros genes regulados positivamente e
relacionados a manutencdo do ambiente osmaotico e protecdo contra o estresse
oxidativo nesses 6rgaos.

Alteracdes nos ovarios de A. aegypti proporcionadas pela inseminacéo,
entretanto, ainda séo elusivas. Os ovarios desse mosquito, de outros endopterigotos
(e.g., ordens Hymenoptera, Trychoptera, Lepidoptera e Diptera) e alguns
paraneopteros (i.e., ordens Psocoptera e Phthiraptera) sdo meroisticos politréficos
(i.e., as oogdnias, células precursoras dos odcitos, passam por divisbes meibticas
incompletas, originando células acessoOrias e um odcito conectadas por pontes
citoplasmaticas), sendo compostos de um germario (onde localizam-se as células
tronco), células do epitélio folicular, sete células acessorias e um odcito (Figura 8). Os
ovarios nas fémeas crescem rapidamente apds a emergéncia do adulto a partir da
pupa e estacionam cerca de 48 horas depois no estagio de repouso previtelogénico
(133). Nesse estagio, os odcitos dos foliculos (camara de ovos) primarios tém as
mesmas dimensdes que as células acessorias e sé retomam seu desenvolvimento
(.e., recebem os nutrientes e fatores citoplasmaticos maternos) ap0s uma

alimentacdo sanguinea, quando os ovarios entram no estagio vitelogénico (Figura 8).
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Figura 8. Esquema ilustrando os tipos celulares dos foliculos e os estagios
previtelogénico e vitelogénico da oogénesis em Aedes aegypti.
Modificado de Valzania et al. (133).

Em A. aegypti, tal como em diversos insetos, o processo de fertilizacdo nao
ocorre simultaneamente a inseminacao, visto que 0s espermatozoides armazenados
na espermateca sao liberados apenas durante a ovulacdo e penetram na micrépila,
onde entram em contato com o ovécito no trato ovipositor da fémea (134). Contudo,
como exposto acima, a inseminacao promove alteracdes na fisiologia das fémeas de

mosquito que repercutem em alteracdes na fisiologia dos ovarios.
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2 JUSTIFICATIVA

O mosquito Aedes aegypti constitui-se um obstéculo nos esfor¢os para reduzir
a incidéncia de arboviroses nas sociedades humanas, tendo em vista a
permissibilidade dessa espécie para o desenvolvimento de diversos arbovirus, dentre
0S quais encontram-se alguns amplamente distribuidos como o virus dengue (DENV)
e outros com potencial emergente. Outro fator complicador € a forte domiciliacdo
desse inseto, o qual completa seu ciclo de vida inteiramente em ambientes
modificados pelo homem, inclusive dentro das proprias residéncias.

Tal como outros organismos, muitos aspectos da biologia do A. aegypti
apresentam um padrao de ritmo circadiano e s&o gerados pelo oscilador central, cujo
funcionamento ainda néo foi precisamente modelado. Entretanto, outros ritmos podem
ser o resultado de osciladores periféricos, dos quais ha pouca informacao a respeito,
apesar de esses reldgios serem conhecidos em outros modelos de insetos e de
mamiferos. Estudos que nos permitam identificar esses osciladores e compreender
seus mecanismos e fatores que afetam sua oscilacado nos fornecerao subsidios para
construir novas estratégias de controle e mitigacdo da transmissao de parasitas em
adicao as ja existentes.

Uma vez inseminadas por machos da mesma espécie, as fémeas de A. aegypti
experimentam uma reducéo na amplitude de sua atividade locomotora, mas ainda néo
é claro se essa reducao resulta de altera¢des no oscilador central, exclusivamente, ou
se ha a participacéo de relégios periféricos putativos (e.g. nos ovarios). Apesar de
observacdes anteriores terem mostrado que a inseminacéo ndo altera a oscilacao dos
genes de relégio nos corpos de fémeas de A. aegypti, isso ndo é suficiente para
descartar a existéncia de reldgios periféricos em tecidos especificos, ja que a andlise
de expressdo de genes a partir do corpo inteiro pode ocultar a oscilacdo de tais
relogios.

Apesar de a inseminacéo alterar o perfil de expressdo de muitos processos
biologicos das fémeas de Aedes aegypti, tais alteracdes sO6 foram mostradas nos
primeiros momentos ou até 72 horas apés a inseminacdo, podendo ndo persistir
ritmicamente. Além disso, apesar de essas investigacdes terem identificado uma
expressao diferencial de alguns poucos genes relacionados a processos ritmicos em
fémeas inseminadas, esse resultado pode ser o retrato de apenas uma fase da

oscilagdo dos genes do reldgio.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a existéncia de um reldgio periférico nos ovéarios de fémeas de Aedes
aegypti e possiveis fatores de sua sincronizacdo (i.e., ciclos de
luminosidade/escuriddo e status de inseminacdo das fémeas) a partir da anélise de
oscilacdo da expressdo de genes do reldgio da alca de regulagédo central (period,
timeless, cryptochrome 1, Clock e cycle) e de al¢cas de regulacéo interligadas (vrille,

par-domain-protein 7¢ e cryptochrome 2).

3.2 Objetivos especificos

¢ Analisar o perfil oscilatério de expresséo de genes do relégio em ovarios de fémeas
virgens de Aedes aegypti submetidas a um regime de claro/escuro (LD12:12) e
escuro constante (DD).

¢ Analisar o perfil oscilatério de expresséo de genes do relégio em ovarios de fémeas
de A. aegypti inseminadas por machos da mesma espécie, submetidas a um regime

de claro/escuro (LD12:12) e escuro constante (DD).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao dos espécimes estudados

Os espécimes de mosquitos usados no estudo foram obtidos a partir de ovos
de Aedes aegypti — linhagem Paea — doados pelo Laboratorio de Transmissores de
Hematozoarios do Instituto Oswaldo Cruz. As formas imaturas foram criadas em
bacias de polietileno preenchidas com 1.5 L de agua milliRO, e alimentadas com 1g
de levedo (Vitalab®) em cada bacia. Ao atingir a fase de pupa, os insetos foram triados
em machos e fémeas seguindo-se as descricdes morfoldgicas de Carvalho et al. (135)
e acondicionados em gaiolas entomoldgicas (Figura 9a) no seguinte esquema: gaiolas
contendo apenas fémeas virgens (grupo de fémeas virgens- FV) e gaiolas contendo
fémeas e machos- na proporcao de uma fémea para dois machos - (grupo de fémeas
inseminadas- FI).

As gaiolas contendo pupas foram acondicionadas em incubadoras B.O.D.
(Biological Oxigen Demand), da companhia Solab ©, com fotoperiodo de LD 12:12 (12
horas de fase fotofase e 12 horas de escotofase) a 25° C e umidade relativa de 60%,
juntamente com um recipiente contendo solucdo de sacarose a 10% fornecida ad
libitum (Figura 9b). ApGs a emergéncia, os insetos adultos foram deixados em contato
durante quatro dias para que as fémeas Fl pudessem ser inseminadas pelos machos
desse grupo. No quinto dia, as fémeas FV e do FI foram acondicionadas (Figuras 9c
e 9d) em tubos de coleta (cada tubo contendo 10 fémeas) sob as mesmas condi¢des

de fotoperiodo, temperatura e umidade anteriores durante mais trés dias.
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Figura 9. Etapas de manutencéo de insetos adultos para experimentos.

(a) Pupas de fémeas sozinhas (FV) ou fémeas com machos (FI) sdo acondicionadas em gaiolas
entomoldgicas dentro de incubadoras a 25° C e fotoperiodo LD 12:12 para que possam emergir como
adultos. (b) Insetos adultos sdo mantidos durante quatro dias em gaiolas contendo solu¢éo de sacarose
a 10%. (c) Fémeas sd@o separadas para experimento por meio de capturador de Castro e
acondicionadas em tubos de coleta (d), onde permanecem por mais trés dias antes da coleta (4° dia).
A coleta no 4° dia pode ser realizada em fotoperiodo LD 12:12 ou em escuriddo constante (DD), a
depender do experimento.

4.2 Coletados pontos e dissecacdo dos ovarios

No oitavo dia ap6s emergéncia, as fémeas adultas foram coletadas em seis
pontos de tempo (correspondendo a seis ZTs/CTs) durante um periodo de 24 horas.
Ao serem coletadas, as fémeas foram mortas imediatamente em gelo seco e
armazenadas a -80° C; logo apés isso, as fémeas de ambos os grupos FV e Fl tiveram
seus ovarios dissecados sob estereomicroscopio com adicdo de PBS (Phosphate
Buffered Saline) sobre uma placa de metal refrigerada (Figura 10). Os ovarios foram
entdo acondicionados em solucédo de TRIzol™ (ThermoFisher Scientific®) em pools
de 15 pares para cada ponto de tempo e armazenados a -80° C até a extracdo do seu
RNA. Fémeas de ambos os grupos tiveram suas espermatecas checadas quanto a

presenca de espermatozoéides, um indicativo de inseminacgao.
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Figura 10. Par de ovarios de Aedes aegypti em estagio de repouso previtelogénico
dissecado em PBS 1x.
Escala em micrémetros (um).

4.3 Extracdo e quantificacdo de RNA

A extracdo de RNA total foi realizada seguindo-se as instrucfes de fabricacao
do protocolo de TRIzol™, com volumes adaptados a ovarios de A. aegypti (diluido em
30 pL). Apds a extracdo, as amostras de RNA foram purificadas com 2,5 M de cloreto
de litio (LiCl), conforme estabelecido por Gentile et al. (38). Uma vez purificadas, as
amostras tiveram seu RNA quantificado pelo sistema Qubit 3.0 Fluorometric
Quantitation (ThermoFisher Scientific®) seguindo-se as instrucdes do kit Qubit RNA
High Sensivity Assay (ThermoFisher Scientific®). Apés a quantificacdo, as amostras

foram diluidas para uma concentracdo padréo de 5,0 ng/uL.

4.4 Ensaio de transcricdo reversa seguido por PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase)
O ensaio de transcricdo reversa a partir de amostras de RNA extraido de
ovarios foi feita seguindo-se as instru¢bes do kit TagMan® Reverse Transcription
Reagents (ThermoFisher Scientific®), com os reagentes utilizados nos seguintes

volumes:
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Tabela 2. Concentracdes e volumes de reagentes utilizados nas reacdes de RT-PCR.

Reagentes Concentracao inicial Volume aplicado
por amostra (uL)

Buffer 10x 1,0
MgCl2 25 mM 2,2
dNTP 2,5 mM/cada 2,0
oligo dT 50 mM 0,5
Inibidor de RNAse 20 U/uL 0,2
Transcriptase Reversa 50 U/uL 0,25
RNA 5 ng/uL 4
Total 10,15

A reacado de RT-PCR foi feita num termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems®) usando a seguinte configuragédo: 25° C por 10 minutos, 48° C
por uma hora e 95° C por 5 minutos. Apos a confec¢do, os produtos de RT foram
diluidos em 10x e armazenados em freezer a -20° C.

4.5 PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

Para quantificacdo da abundéancia relativa de transcritos das amostras, foram
realizadas reacdes de gPCR no termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems®) com o kit Power SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems®), juntamente aos oligonucleotideos (primers) gene especificos (diluidos
a 10 uM cada um) e produto de RT das amostras, em reacfes com as seguintes

configuracoes:

Tabela 3. Reagentes e seus respectivos volumes utilizados em reacdes de gPCR.

Reagentes Volume aplicado

por amostra (uL)

Power SYBR Green 7,5

Master Mix

Oligo 5’-3’ 0,75
Oligo 3’-5’ 0,75
Agua livre de nucleases 2,0

RNA 4,0
Total 15
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Foram analisados os perfis de expressdo de genes da alca de oscilacao
principal (cyc, per e tim) e de alcas de regulacédo interligadas (vri, Pdple e cry2),
tomando-se como controle enddgeno, para cada amostra, o gene ribosomal protein
49 (rp49), de expressdo constitutiva em A. aegypti e outros dipteros (136). Os
oligonucleotideos utilizados nas reacdes de qPCR foram desenhados por Gentile et
al. (38)- com excecdo dos oligonucletoideos para o gene Clock, os quais foram
descritos for Fonseca et al. (137)- e estéo listados na Tabela 4.

Tabela 4. Oligonucleotideos (primers), e suas respectivas sequéncias de DNA, usados nos ensaios de
gPCR para quantificacdo da expresséo dos genes de reldgio (indicados na coluna a esquerda).

Genes alvos Oligonucleotideos Sequéncia de DNA (5°-3’)

S5aeexpRP GCTATGACAAGCTTGCCCCCA
L 3aeaquaRP1b TCATCAGCACCTCCAGCTC
S5aeexpper3 CGTTGAAAAGTCTCAATCAACCT
Per 3aegyper3 GCTGAGTGAAAGCTTCGCCG
) 5aegytim7 ATCGAACAACTTTGGGAGC
i 3aeexptim3 CGATCCCGTAAAACCTGTATG
5aeexpclkrvbl TCCTCCGGACTCGTCAACCGG
Clk 3aegyclkrvbl TGCGCTGGAGTTAGCACGACG
5aegycycla CCGACCAGGAGCTGAAAATG
eve 3aeexpcycl GACCTAGCAAATCACCCTGTG
_ 5aevril AACGGTTCGCCAATTAACGG
l 3aeexpvri AGCAAGGCACTGTGTGCAGG
Pdp1e 5aepdpl ACAACATGGCGGCCAAGC
3aeexppdpl CTCGGTGCAGGTTCATGTTCTC
5aeexpcryl GCCGACGCTCTATGTCCACG
oyt 3aecryl CGATCATCGGTGCCGGATAGTC
cry2 5aeexpcry?2 ACTTGCCGGTGCTGAAGAACT
3aecry2 CGATGATACACTTGGCCGTGCG

Para cada produto de RT, foram realizadas trés réplicas técnicas das reacdes
de gPCR. As configuracbes de ciclagem de temperaturas das reacdes foram as
seguintes: 95°C por 10 minutos (desnaturacao inicial); 40 ciclos de 95°C por 15

segundos e 60°C por 60 segundos. Ao final dos ciclos de temperatura, foi realizada
30



uma curva de dissociacdo (melting curve) para identificar a ocorréncia de possiveis
contaminantes ou a formacdo de dimeros pelos oligonucleotideos na seguinte
configuracdo: 95°C por 15 segundos, 60°C por 60 segundos, e uma escala crescente
de temperaturas (de 60° a 95° C) nas quais foram realizadas leituras de fluorescéncia
a cada 0,3° C.

4.6 Analise de dados

Para cada produto de RT, o valor de Ct (cycle threshold/limiar de ciclo)
considerado corresponde a média dos valores de Ct das réplicas técnicas. Réplicas
com variancias muito altas (outliers) em relacédo aos valores criticos de Grubbs, foram
excluidas da analise (138). Para quantificacdo dos valores de Ct, foi empregado o
método de Ct Comparativo, ou método de 2-22Ct (Comparative Ct Method; Método 2),
considerando-se o maior valor de ACt (Maximo) da série (139,140).

Para verificarmos a existéncia de diferencas entre a abundéancia relativa de
MRNA entre cada um dos ZTs/CTs estudados (i.e., para verificamos a existéncia ou
nao de um perfil ciclico de expresséo de cada gene), comparamos a média dos valores
de expressao relativa pelo teste de Analise de Variancia (One-way ANOVA), no
software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.- San Diego, CA, EUA),
considerando-se a = 0.05. Apdés a One-way ANOVA, realizamos multiplas
comparacdes entre cada ZT pelo teste a posteriori de Tukey. Além disso, para
verificamos a significancia de ritmo diario ou circadiano, utilizamos o software
Circwave ver. 1.4, o qual usa a estatistica F para adicionar a quantidade de
harménicas necessérias ao ajuste de onda para produzir uma curva de Fourier que
descreva da melhor forma possivel a distribuicdo dos dados (141). Consideramos o
perfil ciclico caso ambos os valores de p de ANOVA e do CircWave fossem inferiores
ao valor de a (0.05).

Para verificarmos se a expressao dos genes estudados foi alterada pela
condicao experimental (i.e., FV e FI) ou pelo fotoperiodo (i.e., LD e DD), comparamos
os valores de 2-22Ct (normalizados a partir do maior valor de ACt de ambos os grupos
experimentais comparados) desses grupos experimentais- considerando-se 0 grupo

FV LD como grupo controle- pelo teste t paramétrico no software GraphPad Prism 5.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfis de expresséo temporal em ovarios de fémeas submetidas a ciclos
de luz e escuridao (LD 12:12)

5.1.1 Perfis temporais de expressdo dos genes em fémeas virgens (FV)

Os perfis temporais de expressao dos genes de relégio nos ovarios de fémeas

virgens sao representados na Figura 11.
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Figura 11. Perfil temporal da expresséo relativa dos genes do relégio em ovarios de fémeas
virgens em LD 12:12, mensurada por PCR quantitativa em tempo real.

O grafico mostra a expressdo média de per (a), tim (b), Clk (c), cyc (d), vri (e), Pdp1e (f), cryl (g) e cry2
(h) em fotoperiodos de 12 horas de luminosidade e 12 horas de escuriddo (LD12:12). O eixo das
ordenadas (y) indica a abundéancia relativa de RNA mensageiro e o eixo das abscissas (x), o tempo do
Zeitgeber (Zeitgeber Time, ZT). Barras brancas delimitam os ZTs da fase clara do fotoperiodo e a barra
preta, a fase escura. O ZT1 representa uma hora ap6s o acender das luzes e 0 ZT13, uma hora apés
0 apagar das luzes. Barras verticais representam o erro padrao (SEM). O gréfico foi obtido através da
média de quatro experimentos independentes (n=4). A analise de dados foi realizada utilizando o teste
paramétrico ANOVA (One Way). Letras mindsculas diferentes indicam que os valores dos respectivos
pontos diferem significativamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0.05).
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Os resultados da analise de variancia das meédias obtidas dos valores
logaritimicos do AACt normalizado (Tabela 5) mostram que, no grupo FV (fémeas
virgens), os genes de relogio ndo apresentam diferencas significativas em seus
valores de expressdao em nenhum dos ZTs (p > 0,05). A analise pelo CircWave
apontou significancia na distribuicdo dos dados apenas em Pdpleg, ainda que a
ANOVA ndo tenha apontado diferencas entre os valores de cada ZT (Tabela 5).
Tabela 5. Valores da Analise de variancia (One-way ANOVA) e de CircWave a partir dos valores de

expressdo dos genes de relégio em ovarios de fémeas de A. aegypti virgens (FV) e submetidas a
fotoperiodo LD12:12.

Gene ANOVA CircWave

F p p r2
period Fs18 = 1,640 0,2002 (NS) (NS) 0
timeless Fs.1s=0,7268 0,6123 (NS) (NS) 0
Clock Fs,12 = 0,5144 0,7607 (NS) (NS) 0
cycle Fs.18 = 0,6929 0,6354 (NS) (NS) 0
vrille Fs.18 = 0,8297 0,5452 (NS) (NS) 0
Par-domain-protein 1¢  Fs15=1,454 0,2532 (NS) 0,0421 (*) 0,2603
cryptochrome 1 Fs12 = 0,3545 0,8697 (NS) (NS) 0
cryptochrome 2 Fs15 = 1,066 0,4111 (NS) (NS) 0

NS: valor ndo significativo (p > 0,05); *: valor significativo (p < 0,05)

5.1.2 Perfis temporais de expressédo dos genes em fémeas inseminadas (Fl)

Os perfis temporais de expressao dos genes de reldgio nos ovarios de fémeas

inseminadas séo representados na Figura 12.
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Figura 12. Perfil temporal da expressao relativa dos genes do relégio em ovarios de
fémeas inseminadas em LD 12:12, mensurada por PCR quantitativa em tempo real.

O gréfico mostra a expressao de per (a), tim (b), Clk (c), cyc (d), vri (e), Pdp7e (f), cryl (g) e cry2
(h) em fotoperiodos de 12 horas de luminosidade e 12 horas de escuriddo (LD12:12). O eixo das
ordenadas (y) indica a abundancia relativa de RNA mensageiro e o0 eixo das abscissas (x), 0
tempo de Zeitgeber (Zeitgeber Time, ZT). Barras brancas delimitam os ZTs da fase clara do
fotoperiodo e a barra preta, a fase escura. O ZT1 representa uma hora apés o acender das luzes
€ 0 ZT13, uma hora apés o apagar das luzes. Barras verticais representam o erro padrédo (SEM).
O gréfico foi obtido através da média de quatro experimentos independentes (n=4). A anélise de
dados foi realizada utilizando o teste paramétrico ANOVA (One Way). Letras minusculas
diferentes indicam que os valores dos respectivos pontos diferem significativamente entre si, de
acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

No grupo experimental FI em LD 12:12, observamos um perfil oscilatorio
apenas na expressao do gene period. Em period, ambas as analises utilizadas
(ANOVA e CircWave) mostraram a ocorréncia de diferencas significativas entre os
valores dos ZTs (Tabela 6). As comparac¢des multiplas pelo teste de Tukey indicaram
gue essa diferenga (p = 0,0317) ocorreu entre os ZTs 9 (fase clara do ciclo) e 21 (fase

escura do ciclo), sendo o primeiro o vale da curva e 0 segundo o pico da curva de

expressao (Figura 12).
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Tabela 6. Valores da Andlise de variancia (One-way ANOVA) e de CircWave a partir dos valores de
expressdo dos genes de relégio em ovarios de fémeas de A. aegypti inseminadas (FI) e submetidas a

fotoperiodo LD12:12.

Gene ANOVA CircWave

F p P r2
period Fs18 = 3,426 0,0238 (*) 0,0109 (*) 0,35
timeless Fs.18 = 0,5956 0,7037 (NS) (NS) 0
Clock Fs.12=0,5186 0,7578 (NS) (NS) 0
cycle Fs.1s = 0,6241 0,6835 (NS) (NS) 0
vrille Fs.1s=0,4219 0,8274 (NS) (NS) 0
Par-domain-protein ¢  Fs15=1,128 0,3810 (NS) (NS) 0
cryptochrome 1 Fs12=0,1338 0,9814 (NS) (NS) 0
cryptochrome 2 Fs18 =0,9767 0,4584 (NS) (NS) 0

NS: valor ndo significativo (p > 0,05); *: valor significativo (p < 0,05)

5.1.3 Alteracao dos perfis entre grupos experimentais

Uma vez que encontramos poucas evidéncias da variacdo de expressao
periddica entre os genes estudados em LD, recorremos ao teste t para acessar
possiveis diferencas nos valores de expressao relativa e a natureza dessa diferenca
entre 0s grupos experimentais. Apenas vrille e Pdple tiveram sua expressao alterada
entre FV e FI (Tabela 7), sendo que ambos 0s genes tiveram sua expressao reduzida
nos ovarios de Fl (Figura 13).

Tabela 7. valores do teste t da expressdo dos genes de relégio entre ovéarios de fémeas de A. aegypti
virgens e inseminadas, submetidas a fotoperiodo LD12:12.

Gene T p
period 1,952 0,0795 (NS)
timeless 1,785 0,1046 (NS)
Clock 0,2869 0,7801 (NS)
cycle 0,07934 0,9383 (NS)
vrille 2,832 0,0178 (*)
Par-domain-protein 1¢ 3,658 0,0044 (**)
cryptochrome 1 0,9488 0,3651 (NS)
cryptochrome 2 0,8674 0,4061 (NS)

NS: valor nédo significativo (p > 0,05); *: valor significativo (p < 0,05); **: valor significativo (p < 0,01)
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Figura 13. Representacdo do teste t entre os valores de expresséao relativa dos genes de
relégio dos grupos FV e Flem LD 12:12.

O gréfico as analises feitas com os genes per (a), tim (b), Clk (c), cyc (d), vri (e), Pdp1e (f), cryl
(g) e cry2 (h) em fotoperiodos de 12 horas de luminosidade e 12 horas de escuriddo (LD12:12).
O eixo das ordenadas (y) indica o valor de abundéancia relativa de mRNA (2-22¢t) normalizado
pelo menor valor de ambos o0s grupos experimentais. O eixo das abscissas (x), indica os grupos
experimentais. Barras verticais representam o erro padrdo (SEM), (n=4). O simbolo “NS” indica
auséncia de diferencas significativas entre os valores dos grupos experimentais. Os simbolos “*”

(p < 0,05 e “*” (p < 0,01) indicam diferencas significativas entre os valores dos grupos
comparados.
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5.2 Perfis de expresséo temporal em escuriddo constante (DD)

5.2.1 Perfis temporais de expressdo dos genes em fémeas virgens (FV)

Os perfis temporais de expressao dos genes de reldgio nos ovarios de fémeas

virgens em condicéo de escuridao constante séo representados na Figura 14.
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Figura 14. Perfil temporal da expresséao relativa dos genes do relégio em ovérios de
fémeas virgens em DD, mensurada por PCR quantitativa em tempo real.

O gréfico mostra a expressao de per (a), tim (b), Clk (c), cyc (d), vri (e), Pdp1e (f), cryl (g)
e cry2 (h) em fotoperiodo de escuridao constante (DD). O eixo das ordenadas (y) indica a
abundéancia relativa de RNA mensageiro e o eixo das abscissas (x), 0 tempo circadiano
(Circadian Time, CT). Barras horizontais em cinza delimitam os CTs da fase clara subjetiva
do fotoperiodo e a barra preta, a fase escura subjetiva. O CT1 representa uma hora apos
0 acender o inicio da fase clara subjetiva e 0 CT13, uma hora ap6s o inicio da fase escura
subjetiva. Barras verticais representam o erro padrao (SEM). O gréfico foi obtido através
da média de trés experimentos independentes (n=3). A andlise de dados foi realizada
utilizando o teste paramétrico ANOVA (One Way). Letras mindsculas diferentes indicam

que os valores dos respectivos pontos diferem significativamente entre si, de acordo com
o teste de Tukey (p < 0,05).
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Os resultados da andlise de variancia das médias obtidas dos valores

logaritimicos do AACt normalizado (Tabela 8) mostram que no grupo FV (fémeas

virgens), sob escuriddo constante, os genes de reldgio ndo apresentam diferencas

significativas em seus valores de expressao em nenhum dos CTs (p > 0,05). A analise

pelo CircWave nao indicou distribuicdo circular dos valores de nenhum dos genes

estudados (Tabela 8).

Tabela 8. Valores da Andlise de variancia (One-way ANOVA) e de CircWave a partir dos valores de
expressdo dos genes de relégio em ovarios de fémeas de A. aegypti virgens (FV) e submetidas a

fotoperiodo DD.

Gene ANOVA CircWave

F p P r2
period Fs12 = 1,022 0,4473 (NS) (NS) 0
timeless Fs12 = 1,097 0,4112 (NS) (NS) 0
Clock Fs12 = 0,7473 0,6034 (NS) (NS) 0
cycle Fs12 = 0,5910 0,7074 (NS) (NS) 0
vrille Fs12 = 0,9527 0,4829 (NS) (NS) 0
Par-domain-protein 1¢  Fs12 = 2,349 0,1047 (NS) (NS) 0
cryptochrome 1 Fs12 = 2,632 0,0787 (NS) (NS) 0
cryptochrome 2 Fs12 = 1,487 0,2649 (NS) (NS) 0

NS: valor ndo significativo (p > 0,05)

5.2.2 Perfis temporais de expressédo dos genes em fémeas inseminadas (Fl)
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Os perfis temporais de expressao dos genes de reldgio nos ovarios de fémeas
inseminadas mantidas em DD séo representados na Figura 15.
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Figura 15. Perfil temporal da expressao relativa dos genes do relégio em ovérios de fémeas
inseminadas em DD, mensurada por PCR quantitativa em tempo real.

O grafico mostra a expressao de per (a), tim (b), Clk (c), cyc (d), vri (e), Pdp1e (f), cryl (g) e cry2 (h)
em fotoperiodo de escuriddo constante (DD). O eixo das ordenadas (y) indica a abundancia relativa
de RNA mensageiro e o0 eixo das abscissas (x), o tempo circadiano (Circadian Time, CT). Barras
horizontais em cinza delimitam os CTs da fase clara subjetiva do fotoperiodo e a barra preta, a fase
escura subjetiva. O ZT1 representa uma hora apés o acender o inicio da fase clara subjetiva e o
ZT13, uma hora apés o inicio da fase escura subjetiva. Barras verticais representam o erro padrao
(SEM). O gréfico foi obtido através da média de trés experimentos independentes (n=3). A andlise
de dados foi realizada utilizando o teste paramétrico ANOVA (One Way). Letras minudsculas
diferentes indicam que os valores dos respectivos pontos diferem significativamente entre si, de
acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Os resultados da analise de variancia das médias obtidas dos valores
logaritmicos do AACt normalizado (Tabela 9) mostram que no grupo FlI (fémeas
inseminadas), sob escuriddo constante, os genes de relégio ndo apresentam
indicativos de ritmicidade, visto que seus valores de expressao relativa ndo se alteram

significativamente com o tempo ou em seus valores de expressdao em nenhum dos

CTs (p > 0,05) estudados. A analise por CircWave indicou um valor significativo
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apenas em Pdple (Tabela 9), contudo, como no caso do grupo FV em fotoperiodo LD
12:12, esse resultado ndo pode ser considerado como um indicativo de ritmicidade,
visto que os resultados da ANOVA néo indicaram diferencas entre os valores de
nenhum dos pontos da série circadiana.

Tabela 9. Valores da Andlise de variancia (One-way ANOVA) e de CircWave a partir dos valores de

expressdo dos genes de relégio em ovarios de fémeas de A. aegypti inseminadas (Fl) e submetidas a
fotoperiodo DD.

Gene ANOVA CircWave

F p p r2
period Fs12 = 1,361 0,3053 (NS) (NS) 0
timeless Fs12 = 0,6678 0,6553 (NS) (NS) 0
Clock Fs.12 = 0,5557 0,7319 (NS) (NS) 0
cycle Fs.12 = 0,2961 0,9059 (NS) (NS) 0
vrille Fs12 = 0,1392 0,9797 (NS) (NS) 0
PAR-domain-protein Fs12 = 1,351 0,3086 (NS) 0,0468 (*) 0,3351
1e
cryptochrome 1 Fs12 = 0,3391 0,8796 (NS) (NS) 0
cryptochrome 2 Fs12 = 0,3452 0,8757 (NS) (NS) 0

NS: valor ndo significativo (p > 0,05); *: valor significativo (p < 0,05)

5.2.3 Alteracao dos perfis entre grupos experimentais

A partir do teste t entre os valores de expressdo dos grupos FV e FI mantidos
em DD, observamos que apenas Clock tem sua expressdo alterada entre esses
grupos experimentais (Tabela 10), sendo reduzida nos ovarios de fémeas

inseminadas (Figura 16).
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Tabela 10. Valores do teste t da expresséo dos genes de reldgio entre ovarios de fémeas de A. aegypti
virgens e inseminadas, submetidas a fotoperiodo DD.

Gene t p
period 0,3199 0,7556 (NS)
timeless 0,3102 0,7628 (NS)
Clock 2,421 0,0360 (*)
cycle 2,084 0,0638 (NS)
vrille 0,8168 0,4331 (NS)
PAR-domain-protein 1¢ 1,044 0,3210 (NS)
cryptochrome 1 0,7945 0,4453 (NS)
cryptochrome 2 1,063 0,3126 (NS)

NS: valor néo significativo (p > 0,05); *: valor significativo (p < 0,05)
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Figura 16. Representacédo do teste t entre os valores de expresséo relativa dos genes de rel6gio dos grupos
FV e Fl em DD.

O gréfico as analises feitas com os genes per (a), tim (b), CIk (¢), cyc (d), vri (e), Pdp1e (f), cryl (g) e cry2 (h) em
condicao de 24 horas de escuriddo (DD). O eixo das ordenadas (y) indica o valor de abundancia relativa de mRNA
(2-24CY) normalizado pelo menor valor de ambos os grupos experimentais. O eixo das abscissas (x), indica os
grupos experimentais. Barras verticais representam o erro padrdo (SEM), (n=3). O simbolo “NS” indica auséncia
de diferencas significativas entre os valores dos grupos experimentais. O simbolo “*” (p < 0,05) indica diferencas
significativas entre os valores dos grupos comparados.
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5.3 AlteragOes dos perfis de expresséo entre diferentes condi¢cdes de luz

ApoOs verificarmos possiveis alteracfes no perfil de expressao entre nossos
grupos experimentais, comparamos, pelo teste t, os valores de expressao entre os
dois regimes que estudamos (LD 12:12 e DD), com o intuito de investigarmos se esses
genes sdo expressos da mesma forma com ou sem a presenca de luz.
Surpreendentemente, observamos que a maioria dos genes estudados apresenta
uma abundancia relativa de mMRNA menor em LD 12:12 que em DD, considerando as
comparacdes tanto dentro da condigdo FV quanto da condigao Fl.

Em fémeas virgens, verificamos que quatro (per, Clock, cryl e cry2) dos oito
genes estudados tiveram sua expressao alterada entre condi¢des de luz (Tabela 11),
nos quais houve um aumento da expressao relativa em ovarios de fémeas submetidas
a escuridao constante (Figura 17).

Tabela 11. Valores do teste t da expresséo dos genes de reldgio entre ovarios de fémeas de A. aegypti
virgens submetidas a LD12:12 e DD.

Gene t p
period 3,309 0,0079 (**)
timeless 0,2244 0,8270 (NS)
Clock 2,876 0,0165 (*)
cycle 2,177 0,0545 (NS)
vrille 0,1007 0,9218 (NS)
PAR-domain-protein 71¢ 1,373 0,1996 (NS)
cryptochromel 7,557 < 0,0001 (***)
cryptochrome 2 5,260 0,0004 (***)

NS: valor n&o significativo (p > 0,05); *: valor significativo (p < 0,05); **: valor significativo (p < 0,01); ***:

valor significativo (p < 0,001).
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Figura 17. Representacdo do teste t entre os valores de expresséo relativa dos genes de relégio em
ovarios de fémeas virgens submetidas a LD 12:12 e DD.

O gréfico ilustra as analises feitas com os genes per (a), tim (b), Clk (c), cyc (d), vri (e), Pdple (f), cryl (g) e cry2
(h) em fémeas virgens (FV). O eixo das ordenadas (y) indica o valor de abundancia relativa de mRNA (2-24C)
normalizado pelo menor valor de ambos os grupos experimentais. O eixo das abscissas (x), indica os a condi¢éo
de luz. Barras verticais representam o erro padrdo (SEM). O simbolo “NS” indica auséncia de diferengas
significativas entre os valores dos grupos experimentais. Os simbolos “*” (p < 0,05), “**” (p < 0,01) e “**” (p <
0,001) indicam diferengas significativas entre os valores dos grupos comparados.
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Em fémeas inseminadas, cinco (per, cyc, vri, cryl e cry2) dos oito genes
estudados tiveram sua expressédo alterada entre condi¢cdes de luz (Tabela 12), nos
quais novamente observamos um aumento nos valores de expressao relativa em
insetos submetidos a escuriddo constante (Figura 18).

Tabela 12. Valores do teste t da expressédo dos genes de relégio entre ovarios de fémeas de A. aegypti
inseminadas submetidas a LD12:12 e DD.

Gene t p
period 4,938 0,0006 (***)
timeless 2,049 0,0677 (NS)
Clock 0,7236 0,4859 (NS)
cycle 2,715 0,0217 (*)
vrille 2,922 0,0153 (*)
PAR-domain-protein 1¢ 0,4952 0,6312 (NS)
cryptochrome 1 9,489 < 0,0001 (***)
cryptochrome 2 5,776 0,0002 (***)

NS: valor ndo significativo (p > 0,05); *: valor significativo (p < 0,05); **: valor significativo (p < 0,01); ***:

valor significativo (p < 0,001).
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Figura 18. Representacao do teste t entre os valores de expressao relativa dos genes de reldgio
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em ovarios de fémeas inseminadas submetidas a LD 12:12 e DD.

O gréfico ilustra as analises feitas com os genes per (a), tim (b), Clk (c), cyc (d), vri (e), Pdp1e (f), cryl
(g) e cry2 (h) em fémeas inseminadas (FI). O eixo das ordenadas (y) indica o valor de abundancia
relativa de mRNA (2-224C%) normalizado pelo menor valor de ambos os grupos experimentais. O eixo das
abscissas (x), indica as condi¢8es de luz. Barras verticais representam o erro padréo (SEM). O simbolo
“NS” indica auséncia de diferengas significativas entre os valores dos grupos experimentais. Os
simbolos “” (p < 0,05), “**” (p <0,01) e ““**” (p < 0,001) indicam diferencas significativas entre os valores

dos grupos comparados.
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6 DISCUSSAO

Insetos apresentam uma série de processos reprodutivos ritmicos com perfil
circadiano. No mosquito Aedes aegypti, a oviposicdo e a fecundidade O6tima, por
exemplo, dependem de ciclos diarios de luz e escuriddo (16). Entretanto, ainda néo é
claro se esses ritmos sao produzidos apenas pela oscilacdo do marcapasso central
ou se outros osciladores, localizados em tecidos periféricos, contribuem para a sua
producdo. Além disso, o perfil de certos ritmos, como atividade locomotora, pode ser
alterado tanto em machos como em fémeas quando sujeitos a eventos da historia
reprodutiva, como o encontro com o parceiro (25), inseminacdo e alimentacao
sanguinea (26). Devido a isso, nés tinhamos como hipétese que os ovarios de A.
aegypti apresentam um mecanismo oscilatério que poderia ser sincronizado por
alteracdes fisiologicas da historia de vida das fémeas desse mosquito (e.g.,
inseminacao por machos conspecificos).

Para investigacdo da nossa hipétese, estudamos o perfil diario e circadiano de
expressao de oito genes candnicos do relégio de Drosophila melanogaster nos ovarios
em estagio previtelogénico de A. aegypti em fémeas adultas virgens e inseminadas.
Utilizamos a ANOVA one-way para identificar diferencas na expresséo entre as fases
do periodo de 24 horas e, em seguida, empregamos o CircWave para investigar se 0s
valores de expressao estavam distribuidos de forma senoidal, como esperado de uma
oscilagao.

Apesar de a analise por CircWave ter apontado uma distribuicdo senoidal dos
valores do perfil em alguns casos (i.e., Pdp1¢ em FV-LD e em FI-DD), esse resultado
ndo pode ser considerado, visto que a andlise prévia por ANOVA mostrou que nao
existem diferencas entre os valores dos pontos de tempo analisados. Essa abordagem
tem sido empregada por outros autores na ritmometria da expressao de genes de
reldgio de outros organismos, nos quais sao considerados apenas 0s casos em gue
ambas as metodologias apontam diferencas significativas entre os valores e
distribuicdo senoidal (82,142,143). De qualquer forma, a concordancia entre os
resultados de ANOVA e CircWave na andlise dos demais casos em nosso trabalho

reforca a condicao ritmica ou arritmica da expressao desses genes.
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6.1 Perfil de expresséao temporal dos genes de relégio

Em fémeas adultas virgens mantidas em fotoperiodo LD 12:12, nao
identificamos alteracdes na abundancia relativa de mMRNA em nenhum dos genes
estudados que mostrassem um perfil de expresséo temporal bem definido. Diferengas
temporais na expressao dos genes de relégio sédo um forte indicador de um oscilador
funcional, ja que, elementos de regulacdo negativa (e.g., per, tim e cry2 em D.
melanogaster) inibem a atuacdo de elementos de regulacao positiva (e.g., Clk e cyc
em D. melanogaster) na transcricdo dos proprios genes de relégio e genes
controlados pelo relégio que atuam em vias posteriores (5). Dessa forma, a auséncia
de variacdo temporal na expressao desses genes sugere a auséncia do mecanismo
de autorregulacao tipica dos osciladores do sistema nervoso central.

Nossos resultados condizem com observacdes anteriores da expresséo génica
de period nos ovéarios de D. melanogaster, sem perfil oscilatorio (144,145). Nesse
inseto, as proteinas PER e TIM também apresentam niveis constitutivos no citoplasma
das células foliculares e ndo séo translocadas para o nucleo (99).

Rush et al. (100) observaram que, em ovarios de D. melanogaster, a presenca
constitutiva de PER e TIM e a insensibilidade de TIM a luz ocorrem devido a auséncia
de expressédo de cryl nos ovarios. Ao induzirem a expressao ectopica desse gene,
esses autores observaram reducdo na abundancia tanto de PER como de TIM,
reforcando sua conclusao que cryl € um elemento chave para a indugéo da oscilagdo
dos componentes do rel6gio nos ovarios dessa mosca (100). Entretanto, verificamos
gue cryl é expresso constitutivamente nos ovarios de A. aegypti independente da
condicdo fisiolégica ou fotoperiodo, demonstrando que o perfil arritmico da expressao
dos genes do relégio que estudamos nao pode ser explicado simplesmente pela
auséncia da expresséo de cryl nos ovarios de A. aegypti.

E possivel que a arritmia da expressédo dos genes de reldgio que observamos
possa resultar da auséncia de outros componentes essenciais para a dinamica
temporal de interacdo dos componentes de reldgio e, portanto, para que esses
componentes formem um mecanismo oscilatério. Um desses componentes é a
quinase DOUBLETIME (DBT), essencial para a reducdo da estabilidade de PER no
citoplasma, o que impede sua acumulacdo precoce e permite a formacéo e
translocagdo do complexo PER/TIM no inicio da escotofase (72). Kotwica et al. (101)
verificaram que em camaras de ovos dos foliculos de D. melanogaster em estagio

previtelogénico DBT estava ausente e s6 comecava a ser identificada no estagio de
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desenvolvimento 9 (estagio vitelogénico), fase na qual PER tem sua abundancia
citoplasmatica reduzida e aparece no nucleo de algumas células foliculares. E
possivel que, assim como em D. melanogaster, dbt seja expresso somente em
foliculos de A. aegypti no estagio vitelogénico, o qual se inicia apenas com a
alimentacado sanguinea(146).

Dados preliminares obtidos por Resck, M. E. B. (2020) n&o indicam a presenca
de um perfil de expressao circadiano em tim, vri e cry2 nos ovarios de fémeas de A.
aegypti alimentadas com sangue. Segundo essa autora, a expressao de period
aparenta um perfil temporal ritmico, contudo, mais ensaios de expressédo desse gene
Sao necessarios para a performance de uma analise estatistica. Isso sugere que, caso
haja um mecanismo de oscilacdo endégena nos ovarios desse inseto, tal mecanismo
ndo envolve a regulacdo da expressao desses genes de reldgio. Mais observacdes
do perfil de expressdo dos genes de reldégio em fémeas alimentadas sdo essenciais
para confirmar esses dados.

Em fémeas inseminadas mantidas em LD 12:12, observamos um perfil ritmico
de expressdo apenas em period, o qual apresenta um pico de expressédo no ZT 21
(escotofase) e um vale no ZT 9 (fotofase), embora o baixo valor de r2 do CircWave
(0,35) indique um ritmo menos robusto que o observado em cabecas de machos (r2
= 0,99) (Bezerra, J. R. A. 2020). De qualquer forma, esse perfil de expresséo nédo é
circadiano (i.e., produzido por um mecanismo oscilatério préprio do tecido), visto que
nao se manteve em fémeas inseminadas acondicionadas em escuriddo constante
(DD), sendo apenas um mascaramento produzido na presenca do Zeitgeber luz.

A oscilacdo da expressdo de per nessa condicdo pode ter sido produzida por
uma reducdo da expressdo desse gene durante a fotofase por meio de
neuropeptideos que podem comunicar os ritmos produzidos em osciladores em outros
tecidos até os ovarios. Neuropeptideos, como o NPF e o small NPF (sNPF), séo
conhecidos por comunicar 0 marcapasso central com osciladores periféricos em D.
melanogaster (34,35), entretanto, nenhuma via de comunicagdo de oscilagcdes
circadianas até os ovarios é conhecida em A. aegypti até 0 momento. Des Marteaux
et al. (147) identificaram que o transportador vesicular de glutamato (VGlut), expresso
nos neurdnios dorsais do percevejo Riptortus pedestris € essencial para a inducdo de
diapausa em fémeas desse inseto em dias curtos, identificada pela cessdo do
desenvolvimento dos ovarios. Esses autores demonstraram que a interferéncia na

expressdo de VGlut leva ao desenvolvimento de ovarios em fémeas mantidas em
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fotoperiodo LD 12:12 (i.e., revertia a indugdo a diapausa). A comunicacdo via
glutamato, entretanto, ocorre entre neurdnios do relégio central (148) e,
provavelmente, o efeito produzido nos ovarios depende de vias de sinalizacéo
posteriores.

Outra explicacdo possivel para perfil arritmico observado na expressao dos
genes de reldgio em ovarios no estagio previtelogénico é a presenca de diferentes
tipos celulares nos foliculos: foliculos primarios em A. aegypti apresentam células de
epitélio, um odcito e sete células acessorias, além de germarios com células
embrionérias pouco diferenciadas (149). Essa heterogeneidade nos tecidos ovarianos
poderia mascarar a presenca de osciladores em tipos celulares especificos caso
essas células ndo estejam sincronizadas pelos mesmos Zeitgebers ou estejam em
fases diferentes, como ocorre com populacdes de células cultivadas caso sejam
dessincronizadas (150,151). Além disso, Fonseca et al. (137) mostraram que em
células embrionarias de A. aegypti da linhagem Aag2 a maioria dos genes de relogio-
com excecdao de per- ndo apresenta um perfil de expresséao circadiano, fenébmeno que
talvez possa ocorrer também com os tipos celulares dos ovariolos.

Além dos diferentes tipos celulares, é necessario levar em conta que 0s ovarios
em A. aegypti sdo 6rgdos dinamicos e a progressdo ou reabsorcdo dos foliculos
depende da condicdo fisioldgica dos mosquitos (152). Clifton e Noriega (153)
demonstraram que fémeas adultas alimentadas com sacarose na concentragéo 20%,
e tratadas com horménio juvenil 1l (HJIll) ainda durante o estagio previtelogénico,
acumulavam mais lipideos nos ovarios, reabsorviam menos foliculos no estagio
vitelogénico e apresentavam maior fecundidade. Clifton et al. (125) também
mostraram que o HJIll transferido pelos machos durante a inseminacdo é essencial
para a manutencéao dos foliculos das fémeas durante o estagio previtelogénico e para
sua fecundidade 6tima. Dessa forma, a investigacao do perfil de expressao dos genes
de reldgio em foliculos em estagios de desenvolvimento similares é pertinente, pois
possibilitara confirmar se a arritmia observada € um mascaramento provocado pela

heterogeneidade celular dos ovarios.

6.2 Diferencas na expressdo dos genes de reldégio entre fémeas virgens e
inseminadas
Nossa investigacédo sobre o efeito da inseminacéo no perfil de expressao dos

genes de relégio levou em conta que esse € um importante evento da historia
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reprodutiva das fémeas e muitos genes em A. aegypti tém sua expressao alterada por
ele (131). Além disso, period apresenta expressao oscilatéria independente da
presenca de componentes de regulacdo positiva do relégio nos embrides de D.
melanogaster (154), o que nos levou a questionar se essa oscilagao era causada por
eventos prévios da histéria reprodutiva das fémeas.

Com excecdo de per, nenhum outro gene teve seu padrdo de expressao
temporal alterado pela inseminagcdo. O perfil ritmico da expressdo de per sé foi
observado em fémeas mantidas em LD 12:12, o que pode ter sido provocado por uma
reducdo na expressao desse gene causada pela sinergia entre inseminacgéo e luz
durante a fotofase. A inseminacdo pode ter aumentado a sensibilidade das fémeas a
luz ou, pelo menos, a sensibilidade dos tecidos dos ovarios para receberem sinais
externos ou de outras partes do corpo, 0os quais podem ter reduzido a expresséo de
per na fotofase.

O papel da inseminacdo em conjunto a luz é reforcado quando observamos
gue vri e Pdple em fémeas inseminadas submetidas a fotoperiodo LD 12:12 tém uma
expressado menor que fémeas virgens nessa mesma condi¢do, 0 que nao ocorre entre
FV e FI mantidas em escuriddo constante (DD). Curiosamente, VRI e PDP1¢ séo,
ambos, ziperes basicos de leucina, fatores de transcricdo que, em plantas, possuem
Varios representantes cujos genes tém sua expressdo modulada pela luz (155,156).
Assim, o fato de vri e Pdp1¢ terem sua expressao alterada em ovarios de A. aegypti
devido principalmente a inseminacdo, mas em conjunto ao fotoperiodo LD 12:12,
indica diferencas na regulacéo e no papel desses genes entre animais e plantas.

Além de vri e Pdple em LD, s6 observamos alteracbes causadas pela
inseminacdo no gene Clk em ovarios de fémeas mantidas em DD. De forma similar,
Gentile et al. (129) ndo detectaram alteracbes na expressao de quatro genes de
relogio (per, tim, cyc e Clk) em cabecas e corpos inteiros entre fémeas virgens e
inseminadas mantidas em LD 12:12. Nossos resultados, portanto, reforcam a hipotese
desses autores que a inseminacgao, per se, ndo € um evento relevante ao ponto de
alterar a expressao dos genes de relégio nem no oscilador central, nem em tecidos

periféricos, como 0s ovarios.
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6.3 Diferencas na expressdo dos genes de reldgio entre fémeas mantidas em
LD 12:12 e DD

A reducédo da expressao relativa de per, Clk, cyc, vri, cryl e cry2 em fotoperiodo
LD 12:12 indica que em condi¢ao de luminosidade, de alguma forma, esses genes
tém a sua expressao reduzida. Uma vez que ndo ha evidéncias que os ovarios estédo
associados diretamente a um mecanismo fotorreceptor (e.g., olhos compostos,
ocelos), essa reducdo pode ser causada por mediadores (e.g., neuropeptideos)
induzidos por osciladores em outros tecidos, como discutido acima. Por outro lado,
Giebultowicz (157) argumenta em sua revisdo que insetos e invertebrados menos
complexos podem ter retido em seus relogios periféricos a capacidade de responder
diretamente aos Zeitgebers ambientais, visto que a origem evolutiva dos osciladores
circadianos pode ser tracada a seres de organizacdo mais simples, cujos osciladores
autdbnomos estdo em contato direto com o ambiente. A influéncia direta da luz na
expressdo dos genes de reldgio nos ovarios de A. aegypti poderia explicar porque a
reducdo em sua expressdo nao ocorre em DD, a qual deveria persistir caso fosse
induzida por neuropeptideos dirigidos pelo oscilador central- ou qualquer oscilador de
fato-, ja que os ritmos produzidos por eles persistem em escuriddo constante (35).

Xu et al. (158) observaram que, apds a copula, machos e fémeas da mariposa
Spodoptera litura (Fabricius, 1775) apresentam uma maior expressao de cryl em
cabecas na fotofase em relacdo a escotofase, o que, segundo os autores, € um
indicativo do papel de CRY1 como fotorreceptor atuante na sincronizacéo pela luz.
Por outro lado, em fémeas virgens e copuladas e em machos virgens, cry2 apresenta
uma maior expressao durante a escotofase em relacao a fotofase, em fase com genes
de outros componentes do relégio (e.g., per e vri), sugerindo seu papel como repressor
da transcricdo mediada por CLK/CYC no reldgio central de S. litura (158). Nossos
dados, entretanto, mostram que ambos cryl e cry2 sdo menos expressos em
fotoperiodo LD 12:12 que em escuriddo constante, sem qualquer indicio de oscilacédo
circadiana. Isso sugere que, nos ovarios de A. aegypti, independente do status de
inseminacao, cryl e cry2 desempenham papéis diferentes daqueles observados no
oscilador central, ainda que sua expresséao seja fortemente afetada pela presenca de
luz.

Considerando-se a auséncia de um oscilador endégeno nos ovarios de A.
aegypti, a regulacao positiva de alguns genes de relégio contendo E-box (e.g., per,

tim, vri) pode ser feita por outros elementos que ndo o complexo CLK/CYC. Essa
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regulacéo diferenciada em relagéo ao oscilador central (i.e., ndo circadiana) poderia
explicar a auséncia de ritmo observada na expressao desses genes do reldgio,
mesmo tal expressdo sendo inibida em ciclos diarios de luz e escuridao,
possivelmente por sinaliza¢des advindas de outros tecidos.

Embora o perfil temporal de expressdo dos genes de reldgio ndo indique a
presenca de um oscilador enddégeno nos ovarios de A. aegypti, esses genes
possivelmente desempenham outras funcées no metabolismo celular desses tecidos.
Por exemplo, vri, produz um fator de determinagcéo materno em D. melanogaster (159)
embora seu papel nos ovarios em estagio previtelogénico desse mosquito seja
desconhecido. Estudos em diferentes modelos de artropodes tém demonstrado que
0s genes de relégio sdo essenciais para a manutencao da fertilidade e fecundidade
desses organismos (98,99,102), embora nesses trabalhos, ndo tenha sido possivel
desvincular os efeitos da expressdo dos genes de reldgio entre diferentes tecidos.
Kotwica et al. (160), por outro lado, demonstraram- por meio do cultivo in vitro do vasos
deferentes superiores e RNAI- que per € essencial localmente para os ritmos de
liberacdo de esperma na mariposa Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833).

Funcbes pleiotrépicas dos genes de reldgio, bem como seu papel na
manutencdo da fertilidade, fecundidade e outros parametros reprodutivos em A.

aegypti permanecem ignotos e devem serem explorados em pesquisas posteriores.
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PERSPECTIVAS
Identificar o papel do oscilador central no perfil de expressao dos genes de reldgio
em ovarios de Aedes aegypti.
Identificar o papel dos genes de reldgio em aspectos reprodutivos de A. aegypti.
Analisar o perfil temporal de expressdo dos genes do relégio em ovarios de A.
aegypti em estagio vitelogénico.
Analisar o perfil temporal de expressdo dos genes do reldgio em foliculos dos
ovarios sob diferentes estagios de desenvolvimento.
Analisar o perfil temporal de expressédo dos genes do relégio em ovarios de A.

aegypti em diferentes ciclos de temperatura.
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8 CONCLUSOES

¢ Os genes de relogio ndo séao expressos de forma circadiana nos ovarios de fémeas
virgens A. aegypti mantidas em temperatura constante de 25° C.

e A inseminacdo por machos conspecificos ndo altera o perfil de expressdo dos
genes de relégio em ovarios de A. aegypti, que permanecem arritmicos, com
excecdo do gene period, que apresenta perfil de expressao ritmico nos ovarios de
fémeas inseminadas submetidas a ciclos diarios de luminosidade e escuriddo. A
oscilacdo de period, contudo, néo é circadiana, pois ndo persiste em livre-curso.

e A inseminacao reduz a expressao apenas de vrille e PAR-domain-protein 1¢ em
ovarios de fémeas de A. aegypti mantidas em ciclos diarios de luminosidade e
escuriddo e de Clock nos ovarios de fémeas mantidas em escuriddo constante.

¢ Ciclos diarios de luminosidade e escuriddo modulam a expresséo de period, Clock,
cryptochrome 1 e cryptochrome 2 nos ovérios de fémeas virgens de A. aegypti.

¢ Ciclos diarios de luminosidade e escuriddo modulam a expressao de period, cycle,
vrille, cryptochrome 1 e cryptochrome 2 nos ovarios de fémeas inseminadas de A.

aegypti.
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