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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

Efeitos da infecção pelo vírus Zika em aspectos reprodutivos e no ritmo 
circadiano do vetor Aedes aegypti Linnaeus 1762 (Diptera, Culicidae) 

 
RESUMO 

 
DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 
Maria Eduarda Barreto Resck  

Envolvido na transmissão de diversos arbovírus, entre eles o vírus Zika, o Aedes 
aegypti é um vetor de grande importância médica. Os ritmos circadianos regulam 
diferentes comportamentos de insetos vetores que estão ligados a aspectos 
importantes da capacidade vetorial. O padrão de expressão dos principais genes de 
relógio que fazem parte do relógio circadiano central em mosquitos já foi descrito em 
cabeças de fêmeas. A partir desses dados, os efeitos de mudanças fisiológicas 
como a ingestão sanguínea e a infecção por arbovírus no comportamento do 
mosquito começaram a ser avaliados com relação a alterações naquele padrão de 
expressão. Ainda não se sabe como o relógio central e o relógio periférico se 
comunicam para estabelecer o comportamento do ritmo de oviposição, portanto, 
estudos da expressão dos genes de relógio nos ovários de mosquitos são 
necessários. Nesta dissertação, avaliamos o efeito da infecção pelo ZIKV em 
importantes aspectos da capacidade vetorial (fecundidade e fertilidade) e na 
expressão de genes do relógio. Vimos que a infecção pelo ZIKV não altera a 
fecundidade e fertilidade de ovos, mas a eficiência de postura de ovos cai no 
segundo ciclo gonotrófico. Dos quatro genes de relógio analisados, tim, vri, cry2 e 
per, os três primeiros apresentaram arritmicidade tanto em ovários de fêmeas 
infectadas quanto na condição controle (sem infecção), diferente do perfil 
encontrado em cabeças do mosquito. O único gene que aparenta ter expressão 
cíclica comumente observada foi period, em ambas as condições. Observarmos que, 
independente do perfil rítmico ou arrítmico dos genes, a infecção pelo ZIKV parece 
não afetar o relógio periférico de fêmeas de Ae. aegypti, assim como a infecção não 
afeta os parâmetros fisiológicos analisados (fecundidade e fertilidade). Em conjunto, 
essas observações nos indicam que os genes de relógio não são modulados pela 
infecção pelo vírus Zika em ovários de Aedes aegypti.   
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 
Effects of Zika virus infection on reproductive aspects and circadian rhythm of 

Aedes aegypti vector Linnaeus 1762 (Diptera, Culicidae) 
 

ABSTRACT 
 

MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY 
 

Maria Eduarda Barreto Resck 
Involved in the transmission of several arboviruses, including the Zika virus, Aedes 
aegypti is a vector of great medical importance. Circadian rhythms regulate different 
behaviors of insect vectors that are linked to important aspects of vectorial capacity. 
The expression pattern of the main clock genes that are part of the central circadian 
clock in mosquitoes have already been described in female heads. With this 
knowledge, the effects of physiological changes such as blood intake and arbovirus 
infection on mosquito behavior started being evaluated. It is not yet known how the 
central clock and the peripheral clock communicate to establish the oviposition 
rhythm behavior, therefore, studies of the expression of clock genes in mosquito 
ovaries are necessary. In this dissertation, we evaluated the effect of ZIKV infection 
on important aspects of vectorial capacity (fecundity and fertility) and on the 
expression of clock genes. We noticed that ZIKV infection does not alter the 
fecundity and fertility of eggs, but egg-laying efficiency drops in the second 
gonotrophic cycle. Of the four clock genes analyzed, tim, vri, cry2 and per, the first 
three showed non cycling profile in both infected and control (without infection) 
ovaries, differently found from mosquito heads. The only gene that appears to have a 
cyclic expression is period. We noticed that, regardless of the cycling or non-cycling 
profile pattern of the genes, infection with ZIKV does not seem to affect the 
peripheral clock of Ae. aegypti females, as well as the infection does not affect the 
analyzed physiological parameters (fecundity and fertility). Taken together, these 
observations indicate that clock genes they are not modulated by Zika virus infection 
in Ae. aegypti ovaries. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Aedes aegypti 

O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762, é um díptero 

pertencente à família Culicidae e sub-família Culicinae. De origem africana, o Ae. 

aegypti foi inicialmente relatado em regiões silvestres do Egito e introduzido no 

Brasil possivelmente no período colonial por meio de navios de tráfico humano 

vindos da África1. É um mosquito encontrado atualmente em regiões tropicais e 

subtropicais do globo e em algumas regiões de clima temperado nos hemisférios 

norte e sul2,3,4. 

O Ae. aegypti é um mosquito holometábolo, e possui ciclo de 

desenvolvimento aquático e terrestre com duração média de 7 a 10 dias, 

dependendo da temperatura. Este ciclo apresenta quatro estágios bem definidos: 

ovo, quatro instares larvais, pupa e adulto5 (Figura 1). No início de sua vida são 

aquáticos, onde suas larvas alimentam-se de matéria orgânica dissolvida e de 

microrganismos encontrados no criadouro6,7 e na fase adulta tornam-se terrestres. 

Além da temperatura, o desenvolvimento do mosquito até a forma adulta pode 

depender também da disponibilidade de alimentos e de competição inter e intra-

específica no criadouro5. 

 
Figura 1 - Esquema do ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti. Na figura os estágios 
de vida do mosquito Ae. aegypti estão ilustrados: ovo, quatro ínstares larvais (L1, L2, L3 e 
L4), pupa e adulto (Fonte: Adaptado de http://www.istockphoto.com/br). 
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Ae. aegypti é uma espécie antropofílica. Os machos são exclusivamente 

fitófagos e as fêmeas são hematofágicas, uma vez que necessitam de sangue, 

preferivelmente humano, para a maturação de seus ovos8,9. Após cerca de 3 a 4 

dias do repasto sanguíneo as fêmeas já têm seus ovos prontos e podem ovipor em 

diversos locais que contenham água parada e com pouca matéria orgânica. O tempo 

entre a alimentação sanguínea e a ovoposição é chamada de ciclo gonotrófico5,10.  

Os ovos são depositados na parte úmida da superfície interna dos 

recipientes, acima do nível da água. Após o desenvolvimento embrionário, que dura 

cerca de três dias, os recipientes se tornarão criadouros para as larvas recém 

eclodidas1,11.  Vale ressaltar que as fêmeas de Ae. aegypti preferem ovipor em locais 

de fundo escuro e/ou sombreados como por exemplo: pneus, caixas d`água, pratos 

de planta entre outros1,12. Cada fêmea do mosquito é capaz de produzir cerca de 

100 a 200 ovos após cada ingestão de sangue, portanto sendo aptas a realizar 

inúmeras posturas no decorrer de sua vida. Todavia, a cópula com o macho é 

necessária apenas uma vez, pois os espermatozoides ficam armazenados por toda 

vida do inseto em estruturas chamadas de espermatecas13,14. Os ovócitos são 

fertilizados, no momento da sua passagem pelo oviduto quando espermatozóides 

são liberados, em uma região especializada denominada micrópila14 (Figura 2). 

 
Figura 2 - Fertilização dos ovos de fêmeas de Ae. aegypti. Esquema do aparelho 
reprodutor no interior do último segmento abdominal do mosquito. O trajeto em vermelho 
representa a passagem do ovócito pelo oviduto até sua saída do corpo da fêmea. O trajeto 
em azul mostra o caminho percorrido pelo espermatozoide da espermateca até o encontro 
do ovócito para que ocorra a fertilização. (Fonte: Adaptado de 
http://www1.folha.uol.com.br/infograficos/2015/04/119391-dossie-do-mosquito.shtml) 
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Os ovos dos Ae. aegypti no momento da oviposição são elípticos, côncavos, 

de coloração esbranquiçada, tornando-se escuros após alguns minutos5,13,15. 

Geralmente, os ovos postos na superfície da água eclodem assim que terminam o 

seu desenvolvimento embrionário, que dura cerca de 77.5 horas na temperatura de 

25˚C, podendo variar para mais ou menos horas de acordo com o aumento ou 

diminuição da temperatura11. 

Caso aconteça uma diminuição da umidade relativa, os ovos passam por um 

processo de pausa no seu desenvolvimento embrionário, denominado de 

quiescência facultativa1,16,11. Uma característica dos ovos de Ae. aegypti é a 

resistência à dessecação, a qual é majoritariamente adquirida no primeiro terço da 

embriogênese e que já foi visto estar diretamente relacionada à formação da cutícula 

serosa quitinosa e ao processo de melanização da casca do ovo17-19. Esse processo 

permite que o embrião sobreviva a vários meses em condições secas e permaneça 

viável por longos períodos, principalmente se mantidos em ambientes úmidos1,19. 

Características biológicas desse vetor, como preferência pela hematofagia em 

humanos, dispersão dos ovos em diversos criadouros e sítios de postura, 

discordância gonotrófica (ocorrência de mais de um repasto sanguíneo para 

produção de um mesmo lote de ovos) e a resistência à dessecação5,13,17 favorecem 

sua manutenção e expansão geográfica ao longo dos anos, dificultando seu 

controle4. Além disso a discordância gonotrófica das fêmeas de Ae. aegypti aumenta 

o número de contatos com a fonte sanguínea (humanos), potencializando o risco de 

transmissão de arbovírus20. 

1.2 Vírus Zika 

O vírus Zika (ZIKV), pertencente à Família Flaviviridae, gênero Flavivirus, foi 

isolado pela primeira vez na África, em 1947 em macacos Rhesus sentinelas na 

Floresta de Ziika, em Uganda21. O ZIKV é um vírus esférico e envelopado, com um 

genoma de RNA de fita simples polaridade positiva, com 10.794 kilobases (kb) de 

comprimento, que codifica três proteínas estruturais (capsídeo [C], proteína da 

membrana [M] e do envelope [E], e sete proteínas não estruturais (NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5)22-24(Figura 3). Possui dois genótipos: um Africano 

e um Asiático24. 
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Figura 3 - Organização da partícula e genoma do vírus Zika. (A) Esquema representativo 
da partícula viral e (B) esquema representativo do genoma viral. C: capsídeo, prM: precursor 
de Membrana, E: envelope, NS (proteínas não estruturais) (Fonte: Adaptado de 
http://www.visual-science.com/projects/zika/3d-model e Rombi e colaboradores115).  
 

O primeiro relato de caso humano ocasionado por infecção pelo ZIKV ocorreu 

na Nigéria em 195426. Desde então, apenas casos esporádicos de Zika foram 

relatados na África e no Sudeste Asiático incluindo a Malásia, Indonésia, Índia, 

Camboja, Paquistão, Filipinas, Singapura, Tailândia e Vietnã27. Contudo foi em 2007 

que uma grande epidemia foi registrada na Ilha de Yap, na Micronésia28 e desde 

então outras epidemias se seguiram, ocorrendo em ilhas do Oceano Pacífico, na 

Polinésia Francesa em 201329, Nova Caledônia30, Ilha de Páscoa31 e Ilhas Cook32. 

Em maio de 2015 foram relatados os primeiros casos de ZIKV no Brasil, 

ocorrendo em pacientes em Camaçari, na Bahia33 e em Natal, Rio Grande do 

Norte34, associando-o como causador de um surto no nordeste do Brasil. 

Zika é uma doença com maioria de casos assintomáticos do que 

sintomáticos, no entanto os 18% que resultam em manifestações clínicas, 

apresentam febre baixa, exantema, artralgia, mialgia, cefaleia, hiperemia conjuntival, 

dentre outros sintomas28,35. Zika normalmente não é associada a complicações 
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graves, no entanto, há relatos de casos da síndrome de Guillain-Barré (SGB) em 

infecções por ZIKV25. 

Em outubro de 2015, um aumento expressivo de casos de microcefalia em 

fetos e possivelmente associada à infecção pelo ZIKV foi reportado no nordeste do 

Brasil. No mês seguinte, o genoma do vírus foi constatado no líquido amniótico de 

gestantes da Paraíba, com relato e infecção pelo ZIKV e fetos com microcefalia 

confirmada36. A infecção pelo vírus Zika também é capaz de causar, além da 

microcefalia, doenças neurológicas congênitas e manifestações de desenvolvimento 

fetal37,38; tais manifestações em conjunto foram denominadas de Síndrome 

Congênita do Zika39-42. 

Diante destes novos acontecimentos, a Organização Mundial da Saúde 

anunciou em fevereiro de 2016 a epidemia de Zika como Emergência Sanitária em 

Saúde Pública43. O ZIKV é mantido em circulação no ambiente por dois tipos de 

ciclos de transmissão: silvestre e urbano44. A manutenção do primeiro ciclo ocorre 

devido a interação entre mosquitos e primatas não humanos45. Além da interação 

mosquito/primata, no ciclo silvestre, há também detecção de anticorpos contra o 

ZIKV em diversas outras espécies de animais, como roedores, morcegos e 

ovelhas46,25. Já no ciclo urbano, os humanos passam a manter o ciclo de 

transmissão (mosquitos-humanos). Neste ciclo, os humanos são hospedeiros 

primários e servem de reservatórios e amplificadores para o vírus28 e os mosquitos 

do gênero Aedes 25 como vetores. Estudos de laboratório e de campo revelaram que 

a principal espécie conhecida que transmite o ZIKV naturalmente no continente 

americano é o Aedes aegypti 47. 

1.2.1 Período de incubação extrínseco 

Quando o mosquito realiza o repasto sanguíneo em sangue virêmico de um 

hospedeiro, ele se torna infectado, iniciando o ciclo de replicação do vírus no 

intestino do mosquito. Para isso as partículas virais precisam se aderir às células 

receptoras no epitélio intestinal do inseto para estabelecer infecção. Após a infecção 

desse tecido, os vírions (partícula viral infecciosa) atravessam a lâmina basal do 

intestino para adentrar na hemocele (cavidade corporal aberta dos mosquitos que 

contém os órgãos e músculos)48, disseminando para os tecidos secundários e 

órgãos como ovários, corpo gorduroso e tecido nervoso. O próximo passo é se 

aderir e replicar nas glândulas salivares antes de invadir o lúmen da glândula salivar 

para ser transmitido por meio da saliva para um novo hospedeiro vertebrado no 
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próximo repasto sanguíneo. Uma vez infectado, o mosquito é capaz de transmitir o 

vírus durante toda a sua vida49 (Figura 4). O tempo entre a ingestão de um sangue 

virêmico e a capacidade do vetor de transmitir as partículas virais infecciosas na 

saliva é denominado período de incubação extrínseco48.  

 
Figura 4 - Principais etapas da infecção do vetor por arbovírus. (1) o mosquito é 
exposto e se torna infectado quando ingere o sangue de um hospedeiro virêmico, (2) 
infecção das células epiteliais do intestino pelas partículas virais ingeridas, com replicação e 
dispersão no epitélio do intestino, (3) disseminação viral do intestino para a hemocele, (4) 
infecção da glândula salivar e (5) liberação do vírus nos ductos salivares que poderá resultar 
na infecção do hospedeiro vertebrado não infectado, por transmissão horizontal durante o 
repasto sanguíneo (Fonte: Adaptado de Chouin-Carneiro & Santos116). 

1.3 Relógio circadiano 

1.3.1 Propriedades do relógio circadiano 

A rotação da Terra gera variações no ambiente às quais animais e plantas 

são constantemente expostos. Ao longo dos anos esses seres passaram a 

apresentar oscilações diárias com um período de 24 horas, denominados de “ritmos 

circadianos” (do latim circa = cerca e diem = dia)50,51. 

A observação dos ritmos circadianos tem suas origens desde a antiguidade.  

No entanto, a primeira descrição da existência de um controle endógeno veio em 

1729 com o trabalho do astrônomo Jean Jacques d'Ortous de Mairan. Nesse 

trabalho, de Mairan observava o ritmo diário de abrir e fechar das folhas da planta 

Mimosa pudica (“dormideira”). A planta abria suas folhas durante o dia e as fechava 

durante a noite. Em seu experimento, de Mairan submeteu essa planta em 

condições controladas de escuro constante e averiguou que a planta era capaz de 
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manter, mesmo sem a presença de luz, o comportamento de abrir e fechar as suas 

folhas50 (Figura 5). 

 
Figura 5 - Experimento desenvolvido por Jean Jacques d'Ortous de Mairan. Espécimes 
de Mimosa pudica (dormideira) são submetidas à luz ou ao escuro constante. Foi observado 
que em ambas as condições, as plantas continuavam abrindo suas folhas durante o dia 
subjetivo mesmo na ausência de luz e fechando durante a noite subjetiva (Fonte: Amoretty e 
colaboradores117). 

 

Em 1832 outro estudo envolvendo Mimosa pudica foi publicado pelo botânico 

suíço Augustin de Candolle. Nesse estudo o pesquisador repetiu os ensaios de 

Mairan e descobriu que o ritmo de movimento das folhas apresentava um atraso de 

uma ou duas horas, demonstrando uma periodicidade de 22 a 23 horas. O período 

próximo a 24 horas notado na ausência de indicadores ambientais foi denominado 

de “persistência em livre-curso” e foi posteriormente considerada a primeira 

propriedade do relógio circadiano50,52. 

O relógio circadiano pode ser sincronizado por fatores ambientais externos 

abióticos (como luz, temperatura) ou bióticos (como disponibilidade de alimento e 

organização social). Este sincronismo é a segunda propriedade do relógio 

denominada de “arrastamento”50,53,52. Os fatores ambientais externos foram 

chamados por Jurgen Aschoff de Zeitgebers, palavra de origem alemã que significa 

“doador de tempo”, possuem a função de acertar o ritmo em livre-curso para exatas 

24 horas50. 

A última propriedade do relógio biológico é a termo-compensação. Na termo-

compensação, uma variação de até 10°C a mais ou menos numa faixa constante 

não altera o período em livre curso dentro de uma faixa tolerável para a fisiologia de 

cada espécie50. O primeiro estudo sobre essa propriedade ocorreu na década de 

1950 onde o pesquisador Colin Pittendrigh observou que a fase de eclosão da 
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mosca Drosophila pseudoobscura, que ocorre normalmente pela manhã, não se 

alterava quando a temperatura era diminuída em 10°C, em escuro constante54. 

1.3.2 O controle molecular do relógio em Drosophila melanogaster 

Com o objetivo de tentar melhorar o entendimento do mecanismo do relógio 

circadiano, diferentes modelos de animais e plantas foram utilizados ao longo dos 

anos seguintes. Contudo foi com a espécie-modelo Drosophila melanogaster que os 

aspectos moleculares do funcionamento do relógio circadiano tomaram um novo 

rumo servindo então de base para o entendimento do relógio de diversos 

organismos. 

Foi em 1971 que Ron Konopka e Seymour Benzer55 descreveram o primeiro 

gene envolvido no ritmo circadiano, para isso submeteram drosófilas a mutagênicos 

químicos, gerando três linhagens mutantes, que teriam padrões diferentes nos 

ritmos de eclosão e atividade locomotora dos observados em moscas não mutantes. 

Ao mapear as mutações, eles observaram que todas elas eram no mesmo locus 

gênico, period (per). 

As linhagens selvagens, em livre curso, apresentavam um período próximo a 

24 horas. Quando os mutantes foram submetidos a um regime de escuro constante, 

as moscas perShort (perS) apresentaram um período mais curto, de 19 horas. Já os 

mutantes perLong (perL) apresentaram um período mais longo, de cerca de 29 horas e 

os mutantes per01 mostraram-se arrítmicos55,56 (Figura 6).  
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Figura 6 - Representação da atividade locomotora em escuro constante dos mutantes 
para o gene per em D. melanogaster. Moscas selvagens (per+) possuem um período 
endógeno de atividade locomotora de ~24h; moscas mutantes perS possuem um período 
endógeno de 19 horas; moscas mutantes perL apresentam um período de 29 horas; moscas 
mutantes per01 não possuem um período definido. No gráfico, o amarelo representa o 
horário de repouso e a cor verde, o horário de atividade, cada barra horizontal representa 
um dia. (Fonte: Konopka & Benzer54, e adaptada por Rivas, 2010118). 
 

Desde então, vários genes que compõem o relógio de D. melanogaster foram 

descritos e caracterizados molecularmente, revelando que o relógio central desse 

inseto é controlado por 3 alças auto-regulatórias interligadas e de retroalimentação 

negativa57,58. 

Na primeira alça regulatória do relógio, durante o dia, os fatores de 

transcrição CLOCK (CLK) e CYCLE (CYC) formam um heterodímero e se ligam na 

região E-box (CACGTG) dos genes period (per) e timeless (tim), ativando a 

transcrição desses genes. As proteínas PER e TIM começam a acumular no 

citoplasma algumas horas após a transcrição de seus respectivos RNAs 

mensageiros. À medida que PER é traduzido, é fosforilado pelas quinases 

DOUBLETIME (DBT) e CASEÍNA QUINASE (CK2), o que leva à sua instabilidade e 
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possibilidade de degradação. Ao mesmo tempo, TIM é fosforilado pela quinase 

SHAGGY (SGG). No momento em que ambas as proteínas conseguem se acumular 

no citoplasma, elas se ligam formando o heterodímero PER/TIM, estabilizando PER, 

que continua ligado a DBT, evitando sua degradação. PER/TIM são então 

fosforilados por DBT, que promove seu transporte para o núcleo. Uma vez no 

núcleo, o heterodímero PER/TIM reprimem a ligação de CLK/CYC às regiões 

promotoras de seus respectivos genes59,60,58 (Figura 7). Ao amanhecer, o 

heterodímero PER/TIM se desfaz, reiniciando o processo. 

 
Figura 7 - Representação do relógio circadiano em D. melanogaster. Representação 
das três alças de retroalimentação negativa, mediadas pelo heterodímero CLK-CYC. 
Resumidamente a primeira alça regulatória envolve a repressão da transcrição dos genes 
per e tim. A segunda alça está relacionada à regulação da transcrição de Clk pelas 
proteínas PDP1 (ativador) e VRI (repressor) e a terceira alça é composta por CWO, que 
reprime a transcrição de Clk e modula a amplitude de transcrição de genes do relógio. As 
setas indicam a regulação positiva e as linhas com final reto indicam repressão 
transcricional (Fonte: Bruno et al., 2012 adaptado por Karine Padilha). 
 

Como mencionado anteriormente, a segunda propriedade do relógio é a 

capacidade de ser sincronizado por fatores ambientais externos, como por exemplo, 

a luz. Esse reinício de processo ocorre ao amanhecer e é devido a uma proteína 

denominada CRYPTOCHROME (CRY) que, na presença de luz, se torna ativa e 

muda sua conformação, permitindo a sua ligação a TIM que é fosforilado e 

ubiquitinado por outras proteínas, sendo, desta forma, marcado para degradação via 

proteossoma61,62.  
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Na segunda alça do relógio, o heterodímero CLK/CYC ativa a transcrição dos 

genes vrille (vri) e PAR domain protein ε (PDP1ε) que codificam as proteínas VRI e 

PDP1ε. No início da noite, a proteína VRI acumula em fase parecida ao seu 

transcrito, e quando seus níveis aumentam promove a repressão de Clk (Figura 7). 

VRI e PDP1ε competem pelo mesmo sítio de ligação na região promotora de Clk, 

atuando respectivamente como seu repressor e ativador transcricional. Níveis do 

transcrito de PDP1ε acumulam em diferentes fases, algumas horas depois do 

transcrito de vri 63,64,58. Acredita-se que a ativação e repressão em diferentes 

horários poderia causar a expressão rítmica de Clk 63,65. O gene cyc apresenta um 

perfil constitutivo tanto em seu transcrito, como em sua proteína66. 

A última alça do relógio, mais recentemente descoberta e pouco conhecida, 

envolve a transcrição do gene clockwork-orange (cwo). O heterodímero CLK/CYC se 

liga à região E-Box do gene cwo e promove a sua transcrição. Até o momento 

acredita-se que o gene seria um repressor transcricional do relógio. A proteína CWO 

se ligaria a sítios E-boxes na região promotora tanto do seu, quanto de outros 

genes, o que inibiria por competição a atuação de CLK/CYC67-69  (Figura 7). 

Há pouco tempo, um novo gene do relógio circadiano foi descoberto, o 

Ecdysone-induced protein 75 (E75). Não se sabe muito sobre o papel do E75, no 

entanto foi observado que D. melanogaster silenciadas para esse gene, 

apresentaram um padrão de atividade locomotora arrítimico70. Sabe-se também que 

E75 atua na transcrição de per mediada por CLK-CYC70 (Figura 7), inibe a 

transcrição de Clk sozinho ou em conjunto com VRI e que a sua atividade é 

reprimida por PER71. 

1.3.3 Relógio circadiano em vetores 

O padrão de expressão dos principais genes de relógio em cabeças de 

fêmeas virgens de mosquitos Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus foi descrito em 

2009 por Gentile e colaboradores72. Nesse estudo, os mosquitos submetidos a ciclos 

de claro e escuro em ambas espécies mostraram, de maneira geral, um perfil de 

expressão do RNA mensageiro semelhante ao que é visto em D. melanogaster. Os 

genes period e timeless têm seu pico de expressão na fase escura e os genes Clock 

e cycle em fase clara. O gene cycle, diferentemente de D. melanogaster, apresenta 

um padrão de expressão cíclico. Os genes vrille e Pdp1 apresentam seus picos de 

expressão em fases distintas, o que sugere uma competição entre os dois genes 

pelos mesmos sítios de regulação (Figura 8). 
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Figura 8 - Expressão dos genes de relógio em cabeça de fêmeas virgens dos 
mosquitos Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus. Os gráficos mostram a expressão dos 
genes per, cyc, tim, Clk, vri e Pdp1 em regimes de claro/escuro (LD, linhas tracejadas) e 
escuro constante (DD, linhas contínuas). As linhas cinzas representam a expressão dos 
genes em Ae. aegypti e as pretas, em Cx. quinquefasciatus. O eixo y indica a abundância 
relativa do RNAm e o eixo x, o ZT (Zeitgeber luz) em LD e o CT (Circadian Time, o tempo 
circadiano, em DD). Já a barra branca indica a fase clara em LD, a barra hachurada 
representa o dia subjetivo em DD (fase em que a luz estaria acesa em um regime 
claro/escuro) e barra preta indica a fase escura em LD e a noite subjetiva em DD. Os pontos 
representam LD e os triângulos, DD (Fonte: Modificado de Gentile et al., 2009). 

 

Uma diferença marcante em relação ao modelo D. melanogaster é a 

presença de dois genes cryptocrome, um é semelhante ao fotoreceptor (cry1) de 

Drosophila e outro (cry2), que é ortóloga ao repressor transcricional encontrado em 

vertebrados73 mas que não se encontra na mosca de frutas.  
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A expressão do gene cry1 tanto para Ae. aegypti quanto para Cx. 

quinquefasciatus não apresenta padrão de ciclagem. Em relação à expressão de 

cry2, o mosquito Ae. aegypti apresenta um padrão bimodal, ou seja, com dois picos 

de expressão gênica, um pico na fase clara e outro na fase escura. Diferentemente, 

Cx. quinquefasciatus apresenta somente um pico de expressão na fase escura 

(Figura 9). Não sabemos qual a importância destes dois picos presentes em Ae. 

aegypti na regulação do relógio circadiano. Pressupõe-se que as diferenças 

observadas na expressão de cry2 entre estas duas espécies poderiam contribuir 

para os diferentes padrões de atividade diurno e noturno, respectivamente em Ae. 

aegypti e Cx. quinquefasciatus72. A partir deste trabalho, foram avaliados os efeitos 

de mudanças fisiológicas na expressão destes genes e no comportamento do vetor 

Ae. aegypti74-77.  

 
Figura 9 - Expressão dos genes cryptochrome1 e cryptochrome2 em mosquitos Ae. 
aegypti e Cx. quinquefasciatus. Os gráficos mostram a expressão dos genes 
cryptochrome 1 e 2 em regimes de claro/escuro (LD, linhas tracejadas) e escuro constante 
(DD, linhas contínuas). As linhas cinzas representam a expressão dos genes em Ae. aegypti 
e as pretas, em Cx. quinquefasciatus. O eixo y indica a abundância relativa do RNAm e o 
eixo x, o ZT (Zeitgeber luz) em LD e o CT (Circadian Time, o tempo circadiano) em DD. Já a 
barra branca indica a fase clara em LD, a parte hachurada representa o dia subjetivo em DD 
(fase em que a luz estaria acesa em um regime claro/escuro) e barra preta indica a fase 
escura em LD e a noite subjetiva em DD. Os pontos representam LD e os triângulos DD 
(Fonte: Modificado de Gentile et al., 2009).  

 

Nosso grupo75 avaliou a expressão dos genes de relógio em corpos de 

fêmeas de Ae. aegypti em diferentes condições fisiológicas: virgem/não alimentada, 

inseminada/não-alimentada, virgem/alimentada e inseminada/alimentada. A 

expressão dos genes do relógio foi reduzida quando as fêmeas estavam 
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alimentadas, independente da condição de cópula e, por isso, pode-se observar que 

esse fator era suficiente e significante para impactar na expressão de tais genes74. 

Juntamente com aquele estudo, outros conduzidos com o flebotomíneo Lutzomyia 

longipalpis78 e o mosquito Anopheles gambiae79,80,81 mostram que a expressão dos 

genes de relógio e diversos genes controlados pelo relógio podem ser afetados pelo 

repasto sanguíneo. 

Além do efeito da ingestão sanguínea, em outro momento foi observado que 

a infecção pelo arbovirus DENV2 aumenta o padrão da atividade locomotora de Ae. 

aegypti quando comparadas com mosquitos controles. Esse achado pode significar 

que a infecção por esse vírus poderia ter um papel na modulação deste 

comportamento no mosquito74. Ao contrário de DENV2, a infecção por ZIKV diminui 

a atividade locomotora de Ae. aegypti, consequentemente podendo reduzir sua 

mobilidade o que indicaria o grande número de casos vistos num mesmo domicílio 

durante a epidemia de 2015/201682. 

Além do relógio central, os organismos possuem relógios periféricos 

localizados em diversos órgãos e tecidos que muitas vezes regulam ritmos em 

funções específicas do mesmo83. Os relógios periféricos podem ser autônomos em 

relação ao relógio central, recebendo estímulos diversos como temperatura, 

umidade e vibrações mecânicas para o seu funcionamento. No entanto, uma vez 

que os tecidos do relógio periférico sejam submetidos a condições constantes, 

podem perder a sincronia entre células84.Por volta dos anos 2000, os osciladores 

periféricos eram considerados autônomos, podendo ser sincronizados pela luz e 

independentes do oscilador central84,85. Daquele ano em diante, estudos 

moleculares começaram a esclarecer a complexidade por trás do mecanismo 

oscilatório, que possui certo grau de independência do relógio central e que varia 

entre os relógios periféricos83,86. 

Apesar de já ter sido observada a influência de mudanças fisiológicas na 

expressão de genes de relógio, levando a alterações no comportamento, não se 

sabe ainda como o relógio central e os relógios periféricos se comunicam para 

estabelecer certas atividades, como por exemplo, o do ritmo de oviposição. Estudos 

da expressão dos genes de relógio nos ovários de mosquitos são necessários, uma 

vez que estes padrões são conhecidos somente para Drosophila87,62,88. No caso do 

ritmo de oviposição, já é sabida a preferência das fêmeas de Ae. aegypti por ovipor 

na fase escura12, no entanto é desconhecida a relação dessa preferência com as 

bases moleculares do relógio circadiano do vetor. 
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1.4 Justificativa 

O ZIKV se tornou um problema de saúde pública, desde a epidemia ocorrida 

no Brasil em 2015. Apesar dos relatos de distintos mecanismos de transmissão do 

vírus25, a transmissão vetorial é o principal meio de dispersão do vírus e, 

consequentemente, da doença. 

O conhecimento das bases moleculares dos ritmos circadianos e da fisiologia 

de insetos vetores é de extrema importância para o conhecimento da biologia do 

vetor, e para a formulação de estratégias alternativas de controle. Estudos em outras 

espécies de insetos tem ampliado a compreensão de como os genes de relógio 

funcionam e se relacionam com a fisiologia, metabolismo e comportamento do 

animal89. 

A ovogênese e o comportamento de oviposição, bem como a fecundidade 

(quantidade de ovos postos/fêmea) e a fertilidade (viabilidade dos ovos postos), são 

processos cruciais para perpetuação de insetos vetores como o Ae. aegypti e 

atualmente estão sendo alvo de estudos relacionados com a capacidade vetorial11,90-

92,12. Testamos aqui a hipótese de que a infecção de fêmeas de Ae. aegypti pelo 

vírus Zika deve chegar aos ovários e afetar a quantidade de ovos postos pela fêmea 

e a viabilidade dos mesmos, assim como deve alterar o perfil de expressão de genes 

do relógio circadiano, que sabidamente estão envolvidos nos processos de 

ovogênese e embriogênese em outras espécies de dípteros88,93. 

Neste estudo, tivemos interesse em avaliar o efeito da infecção pelo ZIKV em 

importantes aspectos da capacidade vetorial (fecundidade e fertilidade) e na 

expressão de genes do relógio circadiano em ovários de Ae. aegypti.  
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2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

Investigar o papel da infecção experimental do ZIKV na fecundidade, 

fertilidade e na expressão de genes do relógio circadiano em ovários de fêmeas de 

mosquitos Ae. aegypti. 

2.2 Objetivos Específicos 

1. Verificar a influência da infecção do ZIKV na quantidade de ovos 

(fecundidade) de fêmeas individualizadas de Ae. aegypti; 

2. Investigar a viabilidade (fertilidade) dos ovos oriundos destas fêmeas 

infectadas experimentalmente pelo ZIKV; 

3.  Investigar o efeito da infecção do ZIKV, na expressão dos genes de 

relógio tim, vri, cry2 e per nos ovários das fêmeas de Ae. aegypti alimentadas e não 

infectadas submetidas a ciclos de claro/escuro (LD 12:12). 

4. Investigar o efeito da infecção do ZIKV, na expressão dos genes de 

relógio tim, vri, cry2 e per nos ovários das fêmeas de Ae. aegypti infectadas com 

ZIKV e submetidas a ciclos de claro/escuro (LD 12:12). 
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3 CAPÍTULO 1 

3.1 Artigo: Unlike Zika, Chikungunya interferes in the viability of Aedes 
aegypti eggs, regardless of females’ age. 

Relação do Manuscrito com os Objetivos: 
O artigo aqui apresentado é de autoria compartilhada com a aluna de 

Doutorado Karine Pedreira Padilha do Programa de Pós graduação em Biologia 

Celular e Molecular do IOC, realizado no LABIMI. Este artigo aborda os efeitos de 

infecções pelos vírus chikungunya e Zika em parâmetros da capacidade vetorial. Os 

resultados relacionados à infecção por chikungunya são parte do projeto de 

Doutorado e a infecção pelo vírus Zika é parte de meu projeto de mestrado.  Este 

capítulo versará especificamente sobre os objetivos específicos 1 e 2 desta 

dissertação (citados abaixo). 

 
Objetivo específico 1: Verificar a influência da infecção do ZIKV na quantidade de 

ovos (fecundidade) de fêmeas individualizadas de Ae. aegypti; 

Objetivo específico 2: Investigar a viabilidade (fertilidade) dos ovos oriundos destas 

fêmeas infectadas experimentalmente pelo ZIKV; 

 
Submetido para publicação em: Scientific Reports. 

 

Resumo: 
Chikungunya e Zika são arbovírus transmitidos pelo mosquito Aedes aegypti. 

A fecundidade e a viabilidade dos ovos do mosquito são parâmetros importantes da 

capacidade vetorial. Pretendemos entender, comparativamente, os efeitos da 

infecção pelo vírus Chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV) na fecundidade e fertilidade 

de fêmeas jovens e velhas de Ae. aegypti. Utilizando experimentos artificiais de 

alimentação sanguínea infectiva, observamos que infecção com CHIKV e o ZIKV 

não alteraram no número de ovos postos em comparação a fêmeas não infectadas. 

No entanto, a fertilidade diminuiu significativamente em fêmeas jovens ou velhas 

infectadas com CHIKV, mas não com ZIKV. Observamos uma tendência de aumento 

de fêmeas nulas (inférteis) em proporção à idade na infecção por ZIKV. Nossos 

dados em conjunto revelaram que CHIKV e ZIKV afetaram diferentemente um 
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aspecto reprodutivo relevante de Ae. aegypti, que poderiam estar relacionados a 

disseminações virais diferentes na natureza. 
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4 CAPÍTULO 2 

Este capítulo refere-se ao objetivo específico 3 e 4 desta dissertação.  
 
Objetivo específico 3: Investigar o efeito da infecção do ZIKV, na expressão dos 

genes de relógio tim, vri, cry2 e per nos ovários das fêmeas de Ae. aegypti 

alimentadas e não infectadas submetidas a ciclos de claro/escuro (LD 12:12). 

 

Objetivo específico 4: Investigar o efeito da infecção do ZIKV, na expressão dos 

genes de relógio tim, vri, cry2 e per nos ovários das fêmeas de Ae. aegypti 

infectadas com ZIKV e submetidas a ciclos de claro/escuro (LD 12:12). 

4.1 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1.1 Considerações éticas 

Todos os experimentos realizados neste estudo utilizando animais foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa: IOC/FIOCRUZ#LW34/14 (Laboratório 

de Transmissores de Hematozoários, LATHEMA/IOC, FIOCRUZ), para alimentação 

em camundongos e CEUA-UFRJ 149/19 (Laboratório de Bioquímica de Artrópodes 

Hematófagos, IBqM, UFRJ), para utilização do sangue de coelho. 

4.1.2 Criação de Mosquitos 

Os ovos de Ae. aegypti usados neste estudo são da linhagem PAEA, 

originária do Taiti94 e foram cedidos em colaboração com o Dr. Ricardo Lourenço-de-

Oliveira do Laboratório de Transmissores de Hematozoários (LATHEMA/IOC, 

FIOCRUZ). Foram colocados para eclodir em bacias contendo 1,5L de água Milli-RO 

e 2 comprimidos (0,8g) de levedo de cerveja (Vitalab). As larvas de primeiro instar 

(L1) foram separadas (300 larvas/bacia) e alimentadas com 2 comprimidos de 

levedo de cerveja. A água e levedo de cerveja da bacia foram trocados em dias 

alternados até a pupação, onde 400 pupas eram alocadas em gaiolas cilíndricas de 

papelão de 16,5 cm de diâmetro x 17 cm de altura. As fêmeas recém emergidas 

eram mantidas com solução de sacarose 10% ad libitum e em contato com machos 

por, pelo menos, 48h, para que ocorresse sua inseminação. O regime de criação foi 
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realizado em incubadora em regime LD12:12 (do inglês Light:dark, com 12 horas de 

claro seguidas de 12 horas de escuro), à temperatura constante de 25ºC. 

4.1.3 Vírus 

O vírus utilizado para a infecção experimental das fêmeas de Ae. aegypti foi 

gentilmente cedido pelo Laboratório de Bioquímica de Insetos Hematófagos (IBqM, 

UFRJ). A cepa ZIKV/H.sapiens/Brazil/PE243/201, número de acesso GenBank 

KX197192.1, foi isolada de um paciente febril no estado de Pernambuco, Brasil e 

previamente caracterizada95. A cepa foi mantida em células C6/36 por 7 dias, em 

meio de cultivo Leibovitz L15 suplementado com 5% de soro fetal bovino, 2.9 g/L de 

triptose, 0,075% de bicabornato de sódio, 0,02% de L-glutamina, 1% de amino acido 

não essencial e 1% penicilina/estreptomicina em temperatura de 28°C conforme 

Oliveira e colaboradores96.  

4.1.4 Infecção experimental com ZIKV 

A infecção experimental foi realizada em colaboração com o Laboratório de 

Bioquímica de Insetos Hematófagos (IBqM, UFRJ). Fêmeas de cinco dias foram 

submetidas ao repasto artificial infeccioso (sangue de coelho infectado com a cepa 

viral ZIKV-PE na concentração de 107 PFU/mL) por aproximadamente 40 minutos, 

usando sistema de membrana artificial, como em Oliveira e colaboradores96.  

O sistema consiste de pequenos funis de vidro transparentes com capacidade 

de 400μL que são colocados invertidos e conectados através de finos conectores de 

borracha para a passagem de água aquecida a 37°C. A parte inferior dos 

alimentadores artificiais foi revestida com uma fina camada de parafilm para que os 

mosquitos pudessem entrar em contato com o sangue infeccioso. Os mosquitos 

controles foram alimentados com repasto sanguíneo contendo apenas sobrenadante 

de cultura de células não infectadas. Adormecidas em gelo, somente as fêmeas 

totalmente ingurgitadas foram utilizadas e o critério de separação foi a distensão 

total do abdome da fêmea com a coloração vermelha. 

Para a análise dos genes de relógio, as fêmeas foram colocadas em grupos 

de 15 espécimes em tubos cônicos de centrifugação (tipo Falcon) de 50mL com uma 

forminha de papel no fundo. Os tubos foram tampados com tule, para permitir o 

acesso a um algodão embebido em sacarose 10%, que era trocado duas vezes até 

o momento da coleta. As fêmeas eram mantidas em incubadora com fotoperíodo de 
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12 horas de claro e 12 horas de escuro (LD 12:12), à temperatura constante de 25ºC 

e umidade relativa entre 60-80%.  

4.1.5 Análise da expressão dos genes de relógio circadiano: 

4.1.5.1 Coleta de pontos 

Após alimentação infectiva as fêmeas foram mantidas em regime de 

claro/escuro e temperatura constante em incubadora Forlab EletroLab (LD 12:12, 

25°C). No sétimo dia após a alimentação, grupos de 30 indivíduos (15 infectados e 

15 controles) foram coletados a cada quatro horas ao longo de 24 horas. As 

primeiras amostras eram coletadas três horas após o acender das luzes, no 

Zeitgeber Time 3 (ZT 3), as seguintes eram coletadas quatro horas depois (ZT 7) e 

assim sucessivamente, terminando no ZT 23, que corresponde a uma hora antes do 

acender das luzes. Foi então coletado um total de 12 amostras por experimento, 

totalizando 3 experimentos independentes, nos momentos: ZT3, ZT7, ZT11, ZT15, 

ZT19 e ZT23. Após cada coleta, os mosquitos foram congelados em nitrogênio 

líquido e preservados em freezer -80°C para posterior dissecção dos ovários em 

pools de 10 pares. 

4.1.5.2 Extração e quantificação do RNA 

A extração do RNA total dos pools de 10 pares de ovários foi realizada pelo 

método de TRIzol (Life Technologies) de acordo com o protocolo do fabricante e o 

RNA obtido foi posteriormente purificado através de precipitação por cloreto de lítio 

2,5M, conforme previamente estabelecido por Gentile e colaboradores72. 

A massa de RNA total extraído foi quantificada utilizando o kit Qubit RNA High 

Sensivity (Invitrogen) segundo o protocolo do fabricante no Qubit® 3.0 Fluorometer 

(Invitrogen), utilizando-se uma alíquota de 5 μL de amostra de RNA total por 

amostra. As amostras tiveram suas concentrações de RNA uniformizadas e diluídas 

para 15 ng/μL.  

4.1.5.3 Detecção molecular de ZIKV 

Para detecção de ZIKV em ovários de fêmeas infectadas, foram realizados 

ensaios de RT-qPCR em colaboração com a Dra. Priscila Conrado do Laboratório de 

Imunologia Viral.  Foi utilizado o kit SuperScript III Platinum one-step qRT-PCR 

(Invitrogen) segundo protocolo do fabricante, juntamente com os oligonucleotídeos 
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ZIKV 1086 – 5’CCGCTGCCCAACACAAG3’ (posição genômica 1086 –1102), ZIKV 

1162c – 5’ CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT’ (posição genômica 1162–1139) e 

sonda ZIKV 1107 - FAM 5’AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA3’ 

(posição genômica 1107–1137), descritos por Lanciotti e colaboradores em 200897. 

Na tabela 1 se encontra a composição da reação utilizada. Para cada experimento, o 

número de cópias de RNA viral foi calculado por quantificação absoluta, utilizando 

curva padrão de ZIKV98 amplificadas no termociclador StepOne™ Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems). As amostras foram submetidas às seguintes 

condições de termociclagem: 50ºC por 15 minutos, 95ºC por 2 minutos, seguidos de 

40 ciclos de 95ºC por 15 segundos, 60ºC por 60 segundos. 

 
Tabela 1 - Reagentes utilizados na RT-qPCR: concentração e volume final dos 
componentes do mix de reação para cada poço. 

Reagentes Volume 
Reaction Mix 2X 12,50 μL 
MgSO4 (50 mM) 1,00 μL 
ZIKV 1086 (10μM) 1,00 μL 
ZIKV 1162c (10μM) 1,00 μL 
ZIKV 1107 (5μM) 0,50 μL 
H2O Nuclease Free 3,50 μL 
SuperScript™ III RT/Platinum™ Taq Mix 0,50 μL 
RNA (15ng/μL) 5,00 μL 
Total 25,0 μL 

4.1.5.4 Síntese de cDNA para amplificação dos genes de relógio 

A síntese de cDNA foi realizada com os reagentes TaqMan Reverse 

Transcription (Thermo Fischer) nas concentrações da tabela 2 a seguir, de acordo 

com o protocolo de Gentile e colaboradores72. A transcrição reversa ocorreu nas 

condições: 25ºC por 10 minutos, 48ºC por 1 hora e 95ºC por 5 minutos no 

termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). 
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Tabela 2 - Reagentes utilizados na síntese de cDNA: concentração e volume final dos 
componentes do mix de reação de qPCR para cada amostra. 

Reagentes	 Volume	
RT Buffer 10X	 1,00 μL	
MgCL2 (25 mM)	 2,20 μL	
dNTP (25 mM/cada)	 2,00 μL	
oligo dT (50 µL)	 0,50 μL	
Inibidor de RNAse (20U/µL)	 0,20 μL	
Transcriptase reversa (50U/µL)	 0,25 μL	
RNA Total (15ng/µL)	 3,85 μL	
Total	 10 μL	

 

Após a síntese, o cDNA foi quantificado com o kit Qubit® ssDNA Assay Kit 

(Invitrogen), em um Qubit® 3.0 Fluorometer (Invitrogen), seguindo o protocolo do 

fabricante para certeza da conversão de RNA para cDNA e padronização da 

quantidade de DNA complementar a ser utilizado no PCR tempo real. As amostras 

foram todas diluídas para a concentração de 1ng/µL. A diluição possibilitou gerar 

cDNA de uma mesma amostra suficiente para reações de PCR em tempo real para 

diversos genes. 

4.1.5.5 PCR quantitativo em tempo real 

Ensaios de PCR quantitativo em tempo real foram realizados para analisar a 

expressão dos genes de relógio tim, vri, cry2, per e rp49 em ovários de fêmeas de 

Aedes aegypti infectadas ou não com ZIKV (Tabela 3). Utilizou-se o kit GoTaq qPCR 

Master Mix (Promega) e oligonucleotídeos descritos por Gentile e colaboradores 

(2009) em termociclador StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). 

O mix de reação está listado na tabela 4. 
 
Tabela 3 - Genes e primers usados para análise quantitativa dos genes de relógio em 
ovários de fêmeas de Ae. aegypti. Na tabela constam os genes, e nomes e sequências dos 
pares de primers correspondente a cada gene (forward em cima e reverse embaixo). 

Gene Nome Sequência (5’-------3’) 

rp49 5aeexpRP 
3aeaquaRP1b 

GCTATGACAAGCTTGCCCCCA 
TCATCAGCACCTCCAGCTC 

tim 5aegytim7 
3aeexptim3 

ATCGAACAACTTTGGGAGC 
CGATCCCGTAAAACCTGTATG 

vri 
 

5aevri1 
3aeexpvri 

AACGGTTCGCCAATTAACGG 
AGCAAGGCACTGTGTGCAGG 

cry2 5aeexpcry2 
3aecry2 

ACTTGCCGGTGCTGAAGAACT 
CGATGATACACTTGGCCGTGCG 

per 5aeexpper3 
3aegyper3 

CGTTGAAAAGTCTCAATCAACCT 
GCTGAGTGAAAGCTTCGCCG 
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Tabela 4 - Reagentes utilizados nas reações de qPCR: concentração e volume final dos 
componentes do mix de reação para cada amostra. 

Reagentes Volume 
GoTaq® qPCR Master Mix 2X 7,5 μL 
Oligo 5’ (10 μM) 0,75 μL 
Oligo 3’ (10 μM) 0,75 μL 
CXR Reference Dye (30µM) 0,15 μL 
H2O Nuclease Free 1,85 μL 
cDNA (1ng/µL) 4 μL 
Total 15 μL 

 

Para a amplificação de cada gene, foram realizadas três réplicas técnicas de 

cada amostra de cDNA. As mesmas foram submetidas às condições de 

termociclagem: 95ºC por 6 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos, 

60ºC por 60 segundos e uma curva de dissociação (Melting curve) 95°C por 15 

segundos, 60°C por 60 segundos. Após a amplificação, seguiu-se a curva de 

dissociação, utilizada para analisar a presença de contaminantes ou formação de 

dímeros. 

Os valores de CT das três réplicas de cada cDNA e gene foram transformados 

em valores médios. Os outliers (réplicas que apresentavam valores muito diferentes 

dos valores críticos de Grubbs), foram excluídas da análise99. O método utilizado 

para a quantificação foi o “Método do CT Comparativo”100,101. O gene rp49 foi usado 

como normalizador endógeno102.  

4.1.6 Análise estatística 

Para análise estatística dos dados de expressão gênica, foi utilizado o teste 

ANOVA (One Way) para comparação dos pontos de coleta (ZTs) entre si e entre 

infectados e controles, onde foram considerados significativos valores de p<0,05, 

com auxílio do programa GraphPad Prism versão 5 (GraphPad Software, San Diego, 

Califórnia, EUA). 
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4.2 Resultados 

4.2.1 Presença de ZIKV nos ovários de fêmeas de Aedes aegypti 

Atráves do RT-qPCR, a carga viral de ZIKV foi detectada em ovários de 

fêmeas infectadas, utilizando como base uma curva padrão pré-estabelecida no 

Laboratório de Imunologia Viral onde as cargas virais de ZIKV variaram de 3,39 x 

101 cópias de RNA/mL na menor detecção até 3,15 x 105 cópias de RNA/mL. O 

resultado obtido nessa quantificação revelou que todas as amostras infectadas, dos 

três experimentos independentes, foram positivas para o ZIKV e, portanto, aptas 

para serem utilizadas para análises de expressão gênica em comparação à 

condição não-infectada (Quadro 1). 
Quadro 1 – Quantificação de ZIKV em ovários de fêmeas coletadas ao longo de 24 
horas 7 dias pós alimentação infectiva. Na nomenclatura das amostras, os prefixos CT 
significam amostras controles, ou seja, fêmeas alimentadas com repasto sanguíneo não 
infeccioso; ND significa amostras com resultado indeterminado; C.P significa amostras que 
compuseram a curva padrão. Na primeira linha Ct significa cycle threshold. 

 
Amostras 

 
Ct 

 
Ct Médio 

 
Quantidade 

Quantidade Média 
(cópias de 
RNA/mL) 

ZT 3 Zika 10.11.16 20,93 21,35 5,12E+02 4,04E+02 
ZT 3 Zika 10.11.16 21,76 

 
2,95E+02 

 

ZT 7 Zika 10.11.16 11,46 16,72 2,59E+05 1,30E+05 
ZT 7 Zika 10.11.16 21,99 

 
2,55E+02 

 

ZT 11 Zika 10.11.16 21,80 22,94 2,88E+02 1,76E+02 
ZT 11 Zika 10.11.16 24,08 

 
6,44E+01 

 

ZT 15 Zika 10.11.16 23,59 20,72 8,88E+01 1,97E+03 
ZT 15 Zika 10.11.16 17,86 

 
3,85E+03 

 

ZT 19 Zika 10.11.16 21,85 21,86 2,79E+02 2,77E+02 
ZT 19 Zika 10.11.16 21,87 

 
2,75E+02 

 

ZT 23 Zika 10.11.16 19,73 18,65 1,12E+03 2,90E+03 
ZT 23 Zika 10.11.16 17,56 

 
4,68E+03 

 

ZT 3 Zika 01.02.17 21,02 21,02 4,83E+02 4,83E+02 
ZT 3 Zika 01.02.17 ND 

   

ZT 7 Zika 01.02.17 25,49 25,10 2,54E+01 3,39E+01 
ZT 7 Zika 01.02.17 24,71 

 
4,25E+01 

 

ZT 11 Zika 01.02.17 20,32 20,59 7,63E+02 6,49E+02 
ZT 11 Zika 01.02.17 20,86 

 
5,35E+02 

 

ZT 15 Zika 01.02.17 19,61 19,44 1,22E+03 1,37E+03 
ZT 15 Zika 01.02.17 19,27 

 
1,53E+03 

 

ZT 19 Zika 01.02.17 15,17 15,19 2,25E+04 2,24E+04 
ZT 19 Zika 01.02.17 15,20 

 
2,22E+04 

 

ZT 23 Zika 01.02.17 17,58 16,79 4,62E+03 8,89E+03 
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ZT 23 Zika 01.02.17 15,99 
 

1,31E+04 
 

CT de todos os ZTs 
10.11.16 

ND 
   

CT de todos os ZTs 
10.11.16 

ND 
   

CT de todos os ZTs 
01.02.17 

ND 
   

CT de todos os ZTs 
01.02.17 

ND 
   

C.P ZIKV 105 13,70 13,53 100000 
 

C.P ZIKV 105 13,36 
 

100000 
 

C.P ZIKV 104 16,30 15,92 10000 
 

C.P ZIKV 104 15,54 
 

10000 
 

C.P ZIKV 103 18,38 18,99 1000 
 

C.P ZIKV 103 19,61 
 

1000 
 

C.P ZIKV 102 24,52 24,21 100 
 

C.P ZIKV 102 23,90 
 

100 
 

C.P ZIKV 101 26,83 26,89 10 
 

C.P ZIKV 101 26,94 
 

10 
 

ZT 3 Zika 19.11.19 27,05 26,05 9,57E+02 2,05E+03 
ZT 3 Zika 19.11.19 25,67 

 
2,39E+03 

 

ZT 3 Zika 19.11.19 25,43 
 

2,81E+03 
 

ZT 7 Zika 19.11.19 23,55 23,05 9,69E+03 1,42E+04 
ZT 7 Zika 19.11.19 ND 

   

ZT 7 Zika 19.11.19 22,55 
 

1,88E+04 
 

ZT 11 Zika 19.11.19 18,34 18,35 3,03E+05 3,15E+05 
ZT 11 Zika 19.11.19 18,93 

 
2,05E+05 

 

ZT 11 Zika 19.11.19 17,78 
 

4,38E+05 
 

ZT 15 Zika 19.11.19 21,04 21,05 5,08E+04 5,08E+04 
ZT 15 Zika 19.11.19 21,25 

 
4,43E+04 

 

ZT 15 Zika 19.11.19 20,86 
 

5,74E+04 
 

ZT 19(2) Zika 19.11.19 17,65 18,58 4,78E+05 2,92E+05 
ZT 19(2) Zika 19.11.19 19,54 

 
1,37E+05 

 

ZT 19(2) Zika 19.11.19 18,56 
 

2,61E+05 
 

ZT 23 Zika 19.11.19 21,95 22,91 2,79E+04 1,65E+04 
ZT 23 Zika 19.11.19 23,31 

 
1,14E+04 

 

ZT 23 Zika 19.11.19 23,47 
 

1,02E+04 
 

CT do  ZT 3,7,11,15  
19.11.19 

ND 
   

CT do ZT 3,7,11,15 
19.11.19 

ND 
   

CT do ZT 19(2) 19.11.19 ND 
   

CT do ZT 19(2) 19.11.19 ND 
   

CT do ZT 19(2) 19.11.19 ND 
   

CT ZT 23 19.11.19 ND 
   

CT ZT 23 19.11.19 ND 
   

CT ZT 23 19.11.19 ND 
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C.P ZIKV 104 ND 
 

11400 
 

C.P ZIKV 104 ND 
 

11400 
 

C.P ZIKV 103 27,14 26,77 1140 
 

C.P ZIKV 103 26,39 
 

1140 
 

C.P ZIKV 102 30,61 30,02 114 
 

C.P ZIKV 102 29,42 
 

114 
 

C.P ZIKV 101 35,42 34,35 11,40 
 

C.P ZIKV 101 33,28 
 

11,40 
 

C.P ZIKV 100 36,53 36,94 1,14 
 

C.P ZIKV 100 37,34 
 

1,14 
 

 

4.2.2 Perfil de expressão dos genes de relógio em ovários 

Para avaliarmos se o ZIKV afeta a expressão dos genes de relógio em 

ovários, o que poderia interferir consequentemente com o ritmo de oviposição, 

investigamos a expressão dos genes de relógio nesse tecido em fêmeas submetidas 

a regimes de claro/escuro.  

Os genes de relógio escolhidos para as análises moleculares foram timeless, 

vrille, cryptochrome2 e period. Dos quatro genes analisados, tim, vri e cry2 foram 

arrítmicos em ovários infectados (Tabela 5) e controles (Tabela 6), isto é, não 

apresentaram expressão cíclica. O gene period, aparenta ser um gene cíclico, com 

perfil bimodal apresentando tanto para controle quanto para infectado dois picos de 

expressão, um diurno no ZT 11 e outro pico de menor amplitude na fase escura no 

ZT 19 (Figura 10).  
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Figura 10 - Expressão dos genes timeless, vrille, cryptochrome2 e period em ovários 
de Aedes aegypti infectadas e não infectadas pelo ZIKV em regime LD 12:12. Os 
gráficos mostram os valores de abundância relativa da expressão gênica baseados na 
média entre três experimentos independentes para timeless, vrille e cryptochrome2 e dois 
experimentos para period. O eixo x representa o Zeitgeber (ZT) e o eixo y representa a 
abundância relativa de RNA mensageiro, barra branca representa a fase clara do regime 
claro/escuro e a barra preta a fase escura. O ZT3 indica três horas após o acender das 
luzes e o ZT15 três hora após o apagar das luzes. As barras verticais representam o erro 
padrão. A análise de dados foi realizada utilizando o teste paramétrico ANOVA One Way. 
 
Tabela 5 – Efeito da infecção pelo ZIKV na expressão diária dos genes de relógio em 
ovários de Ae. aegypti em regime LD12:12, realizada através da análise de variância 
(ANOVA One-way). 

Gene F P 

tim F5,18 0.4711 (NS) 

vri F5,18 0.4804 (NS) 

cry2 F5,18 0.7122 (NS) 

NS=Não significativo (arrítmico). 
 
Tabela 6 - Expressão diária dos genes de relógio em ovários de Ae. aegypti não infectadas 
(controles) em regime LD12:12, realizada através da análise de variância (ANOVA One-
way). 

Gene F P 

tim F5,18 0.9174 (NS) 

vri F5,18 0.5035 (NS) 

cry2 F5,18 0.6546 (NS) 

NS=Não significativo (arrítmico). 
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5 DISCUSSÃO 

Envolvido na transmissão de diversos arbovírus, entre elas o vírus Zika, o 

Aedes aegypti é um vetor de grande importância médica. Recentemente, tem sido 

abordados na literatura estudos com ênfase no comportamento, na fisiologia e na 

interação patógeno-vetor, constituindo importantes áreas da entomologia médica a 

serem aprofundadas, uma vez que esse vetor quando infectado por arbovírus, seu 

comportamento e fisiologia são alterados de maneira geral74,103,82. Nesse sentido, o 

conhecimento de  características específicas da biologia do mosquito como: 

comportamento de ovoposição, quantidade de ovos que a fêmea infectada pode 

colocar ao longo da vida e a viabilidade desses ovos, (ou seja, quantos ovos 

chegam a eclodir em larvas) entre outras características, podem auxiliar no 

conhecimento direcionado ao combate do vetor e, consequentemente, às doenças 

veiculadas pelo mesmo.  

Em 2011, Maciel-de-Freitas e colaboradores104 descreveram que, ao 

infectarem fêmeas de Ae. aegypti com DENV-2, observou-se uma queda na taxa de 

fecundidade, que variava ao longo da vida do mosquito. Além de colocarem menos 

ovos, fêmeas infectadas com o DENV-2 apresentavam menor longevidade.   

O efeito da infecção por arbovírus na fisiologia do mosquito Ae. aegypti 

também pode ser visto quando mosquitos são infectados com CHIKV. O trabalho de 

Sirisena e colaboradores em 201891 descreve o mesmo fenômeno: fêmeas 

alimentadas de sangue infectado com CHIKV colocavam menos ovos do que 

fêmeas alimentadas com sangue não infectado. Diferentemente, aqui observamos 

que a infecção por CHIKV não alterou a quantidade de ovos postos, mas que, no 

entanto, CHIKV afetou a sua viabilidade dos ovos, uma vez que as fêmeas 

infectadas colocaram menos ovos viáveis do que fêmeas controle. Quando 

correlacionamos esses dois parâmetros (quantidade de ovos e viabilidade) com a 

idade das fêmeas, notamos que a correlação é perdida em fêmeas mais velhas. Ou 

seja, notamos que um alto número de ovos não correspondia a um alto número de 

larvas viáveis, sendo os ovos de fêmeas mais velhas menos viáveis no grupo 

infectado105.  

Com a introdução do vírus Zika no Brasil, diversos grupos buscaram 

compreender os efeitos desse vírus no comportamento e fisiologia de Ae. aegypti. 

Em 2018, Petersen e colaboradores92 buscaram entender o impacto da cepa viral 
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Zika PE243/2015 na idade da fêmea, na quantidade de sangue ingerido por fêmeas 

previamente infectadas e na produção de ovos em mosquitos de campo oriundos da 

cidade do Rio de Janeiro. Foi observado que a infecção por ZIKV, bem como a idade 

mais avançada das fêmeas no momento de alimentação sanguínea, resultaram em 

fêmeas colocarem menos ovos e sobreviverem por menos tempo.  

No mesmo ano, nosso grupo investigou os efeitos da infecção pela mesma 

cepa viral na fecundidade e fertilidade em fêmeas de Ae. aegypti, em linhagem de 

laboratório e de campo (Urca), em diferentes ciclos gonotróficos82. Em nossas as 

análises, os resultados não evidenciaram diferenças significativas tanto na 

quantidade de ovos (fecundidade) quanto na viabilidade dos ovos (fertilidade), no 

segundo e terceiro ciclos gonotróficos, contrapondo com os achados de Petersen e 

colaboradores em 201892. Apesar de não significativo, em todos os casos, os 

resultados de fêmeas avaliadas conjuntamente apontavam uma tendência de menor 

fecundidade em fêmeas infectadas (tanto de linhagem de laboratório quanto de 

campo)81. Silveira e colaboradores106, em um estudo com diferentes populações de 

Ae. aegypti de campo do Rio de Janeiro (de diferentes bairros: Barra, Deodoro e 

Porto) utilizando a cepa viral de Zika Rio-U1 investigaram a sobrevivência e a 

fecundidade de fêmeas infectadas em laboratório. Em relação à sobrevivência, a 

alimentação infectiva reduziu a longevidade, com cada população exibindo 

diferenciadas taxas de sobrevivência e carga viral no corpo e na cabeça. No entanto, 

a infecção com ZIKV não rendeu efeito significativo em relação à fecundidade, 

corroborando nossos achados. 

Essa tendência de menor fecundidade nos levou a testar no presente estudo, 

de maneira mais robusta e detalhada, o mesmo evento em fêmeas individualizadas, 

permitindo adicionalmente a análise de outros parâmetros como a sucesso de 

ovoposição, número de fêmeas nulas e averiguação de correlação entre 

fecundidade e fertilidade.  

Nossos achados atuais corroboraram nosso primeiro estudo, onde a infecção 

por ZIKV não alterou significativamente a fecundidade e fertilidade de ovos. 

Entretanto, ao analisar o sucesso de ovoposição, fêmeas infectadas mostraram-se 

menos eficientes (menos fêmeas colocaram ovos) no segundo ciclo gonotrófico, 

apresentando uma diminuição de quase metade na porcentagem de eficiência. 

Neste estudo, consideramos as fêmeas infectadas como eficientes, aquelas que 

ovipuseram um valor igual ou maior que a mediana do controle não infectado, 

diferentemente de Petersen e colaboradores92, que consideraram fêmeas eficientes 
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as que ovipuseram pelo menos um ovo. Acreditamos que nossa maneira de avaliar, 

quantitativamente, foi a mais representativa de uma fêmea que consegue perpetuar 

a espécie, visto que ao avaliarmos a correlação da fecundidade com a fertilidade de 

ovos, verificamos que quanto menos ovos as fêmeas colocam maior é a tendência 

dos ovos serem inviáveis. Vale ressaltar que essa correlação foi mantida 

independentemente da idade e da fêmea (Figura 3 B e B’ do Capítulo 1, página 29 

do artigo). 

Ao investigarmos a ocorrência de fêmeas nulas (que não colocam nenhum 

ovo), apesar de não significativo, percebemos um aumento de 2.1% para 6.8%, 

diretamente proporcional à idade (o número de nulas aumentou quanto mais velhas 

eram as fêmeas). Apesar de sugerir que a infecção por ZIKV tenha aumentado a 

infertilidade em fêmeas mais velhas, a taxa de eclosão de larvas desses ovos não foi 

significativamente diferente do controle. 

A segunda parte dessa dissertação consistiu em uma análise do efeito da 

infecção de fêmeas de Ae. aegypti pelo ZIKV no relógio circadiano periférico destas 

fêmeas. Avaliamos o efeito da infecção nos ovários em nível molecular ao longo de 

24 horas. Os ritmos circadianos regulam diferentes comportamentos de insetos 

vetores que estão ligados a aspectos importantes da capacidade vetorial como a 

oviposição, reprodução e hematofagia13,56,107 que interferem na dinâmica da 

transmissão de patógenos para os seres humanos. Resolvemos investigar se os 

genes de relógio, que controlam os ritmos de oviposição, seriam afetados quando 

infectados pelo vírus Zika.  

Os genes do relógio central são essenciais para os ritmos comportamentais, 

mas a função e o perfil de expressão desses genes em relógios periféricos 

específicos não são bem compreendidos. O pouco que se sabe é como esses genes 

são modulados no relógio periférico geral, sem informações muito precisas de como 

ele funciona em determinados órgãos, como os ovários ou corpos gordurosos, por 

exemplo. No geral, vários órgãos periféricos específicos, aparentam ter o 

mecanismo e componentes moleculares parecidos ao relógio central108-110. No 

entanto, já foi observado que estes relógios apresentam funções específicas do 

tecido em que estão localizados e com um certo grau de autonomia. Por exemplo, o 

relógio do sistema reprodutor masculino de D. melanogaster regula a liberação e a 

maturação de esperma111. Um outro exemplo se dá no ovário de D. melanogaster, 

em que osciladores periféricos, e não o relógio central, estariam envolvidos na 

regulação da ovogênese111.  
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Em insetos vetores, Meireles-Filho e colaboradores112 observaram a 

expressão de period, timeless, Clock e cycle no corpo de fêmeas de flebotomíneos, 

com o mesmo padrão de ciclagem e amplitude para Clock na cabeça. Já para 

timeless, os picos de expressão na cabeça e no corpo estavam em fase oposta e 

para period e cycle a expressão estava constitutiva no corpo das fêmeas 78,112.  

O perfil de expressão dos genes de relógio no mosquito Ae. aegypti foi 

descrito por Gentile e colaboradores em 200972, em cabeça de fêmeas virgens. Os 

genes period e timeless têm seu pico de expressão na fase escura e os genes Clock 

e cycle em fase clara. Os genes vrille e Pdp1 apresentam seus picos de expressão 

em fases distintas. Além de descrever esses genes no relógio central, Gentile 

(2007)113 descreveu o perfil de expressão dos genes period, timeless, cycle e Clock 

no corpo de fêmeas de Ae. aegypti. Observou que todos, exceto por period, 

apresentavam-se arrítmicos e que o pico de expressão de period era na fase escura, 

semelhante ao encontrado nas cabeças das fêmeas. 

Estudos como de Gentile e colaboradores75 observaram a expressão dos 

genes de relógio em corpos de fêmeas de Ae. aegypti virgem/não alimentada, 

inseminada/não alimentada, virgem/alimentada e inseminada/alimentada, de onde 

se concluiu que a alimentação sanguínea era suficiente e significante para impactar 

na diminuição da expressão dos genes per, tim, cyc e Clock no corpo. A 

hematofagia é uma característica importante do comportamento, visto que é o 

mecanismo principal que propicia que patógenos sejam transmitidos para 

humanos114. Escassos são os estudos sobre o impacto da alimentação sanguínea 

no padrão de expressão gênica de insetos vetores. 

Os resultados sobre a expressão dos genes de relógio em corpos de fêmeas 

de flebotomíneos foram muito diferentes daqueles vistos no corpo das fêmeas de 

Ae. aegypti. O corpo engloba vários tipos de tecidos como ovário, intestino, corpo 

gorduroso, no qual os genes de relógio podem ser expressos com perfis 

particulares, mas que, na média, podem subestimar a expressão diferenciada de 

determinados genes num tecido específico.   

Avaliamos se a infecção pelo ZIKV poderia chegar aos ovários, alterando o 

perfil de expressão de genes do relógio circadiano que estão envolvidos nos 

processos de ovogênese e embriogênese em outras espécies de dípteros, além de 

entendermos melhor a interação entre o relógio e a infecção por patógenos. 

Escolhemos avaliar a expressão dos genes timeless, vrille, cryptochrome2 e period. 

Em ovários de D. melanogaster, timeless é um gene expresso de forma constante, 
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ou seja, não cicla e sua proteína não é degradada pela luz, como ocorre no relógio 

central desta mosca. No mesmo trabalho que descreveu estas características de tim 

nos ovários, foi observado que per e tim atuam no processo de ovogênese e que os 

mutantes desses genes produzem menos ovócitos maduros e podem estar 

envolvidos nas etapas iniciais do desenvolvimento folícular88. Já o gene vrille, além 

de sua função no relógio central63, tem também função materno-dominante no tecido 

reprodutivo, atuando no desenvolvimento embrionário93. Finalmente, decidimos 

estudar a expressão de cry2 nos ovários porque é um gene que não está presente 

em Drosophila mas está presente em outros dípteros, como culicíneos e anofelinos, 

além de insetos de outras ordens, como Lepdóptera73. 

Nossos resultados mostraram que, assim como na cabeça e no corpo de Ae. 

aegypti, period em ovários de fêmeas controle e infectadas com ZIKV aparentou ser 

rítmico. Contudo, em ovários, period aparentou apresentar um padrão bimodal com 

um pico de expressão durante a fase clara no ZT11 e outro pico de menor amplitude 

durante a fase escura, no ZT19. Na cabeça e no corpo de mosquitos esse pico de 

expressão ocorre somente por volta do ZT17 e ZT21 respectivamente, ou seja, 

somente durante a fase escura de um ciclo claro/escuro113,72. Os genes vrille, 

timeless e cry2 diferentemente do que é observado no relógio central é arrítmico em 

ovários. A arritmicidade de timeless foi igualmente notada no corpo de fêmeas de 

Ae. aegypti virgens113.  

Beaver e colaboradores88 ao analisarem a expressão de per e tim em ovários 

de D. melanogaster, observaram que esses genes eram arrítmicos e que a 

expressão de PER e TIM em células do folículo ovariano é regulada diferentemente 

do que no marca-passo central. A expressão de per e tim nos ovários sugere que 

esses genes podem ter funções relacionadas à reprodução. Para testar isso, 

copularam fêmeas com per (per01) e tim (tim01) sem função com machos selvagens. 

As fêmeas com essas mutações, geraram significativamente menos descendentes 

devido a menores taxas de maturação dos ovos, ou seja, são menos férteis do que 

as moscas selvagens. Mais profundamente, descobriram que per e tim causavam 

esse efeito na fertilidade, por meio do seu papel no processo de ovogênese.   

Nos ovários de mosquito, independente dos genes analisados apresentarem 

perfis rítmicos ou arrítmicos, a alimentação infectiva pareceu não impactar 

diretamente o relógio periférico de fêmeas de Ae. aegypti. Essa observação junto 

com os resultados fisiológicos, onde a infecção por ZIKV não alterou a fecundidade 
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e fertilidade de ovos, pode nos indicar que os genes de relógio não parecem estar 

sendo modulados pela infecção pelo ZIKV.  
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6 CONCLUSÃO 

• O vírus Zika não afeta diretamente a taxa de fecundidade e nem de 

fertilidade das fêmeas de Ae. aegypti. 

• A infecção por ZIKV aumenta o número de fêmeas nulas de Ae. 

aegypti à medida que ficam mais velhas.  

• Em Ae. aegypti existe uma correlação positiva e significativa entre 

eficiência de oviposição de fêmeas e viabilidade dos ovos, 

independente da infecção pelo ZIKV.  

• Os genes timeless, vrille e cryptochrome2, apresentaram um perfil de 

expressão arrítmico em ovários de Ae. aegypti infectadas e não 

infectadas por ZIKV, em regime LD 12:12. 

• A análise preliminar da expressão de period em ovários de fêmeas de 

Ae. aegypti mostra expressão bimodal, independente da infecção pelo 

ZIKV.  
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7 PERSPECTIVA 

• Analisar os níveis de expressão dos genes tim, vrille, cry2 e per de 

maneira comparativa entre controle e infectado com ZIKV no 1º ciclo 

gonotrófico; 

• Estabelecer o perfil de expressão destes genes em ovário de Ae. 

aegypti no 2º ciclo gonotrófico infectadas e não infectadas pelo ZIKV 

em regime de claro e escuro (LD) a 25ºC. 

• Estabelecer o perfil de expressão dos outros genes de relógio em 

ovário de Ae. aegypti infectadas e não infectadas pelo ZIKV nos 1º e 2º 

ciclos gonotróficos em regime de claro e escuro (LD) a 25ºC. 
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