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circadiano do vetor Aedes aegypti Linnaeus 1762 (Diptera, Culicidae)

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Maria Eduarda Barreto Resck

Envolvido na transmiss&o de diversos arbovirus, entre eles o virus Zika, o Aedes
aegypti € um vetor de grande importancia médica. Os ritmos circadianos regulam
diferentes comportamentos de insetos vetores que estdo ligados a aspectos
importantes da capacidade vetorial. O padrao de expresséo dos principais genes de
relogio que fazem parte do reldgio circadiano central em mosquitos ja foi descrito em
cabecas de fémeas. A partir desses dados, os efeitos de mudangas fisiologicas
como a ingestdo sanguinea e a infecgdo por arbovirus no comportamento do
mosquito comegaram a ser avaliados com relagédo a alteracdes naquele padrao de
expressdo. Ainda n&do se sabe como o reldgio central e o relégio periférico se
comunicam para estabelecer o comportamento do ritmo de oviposigédo, portanto,
estudos da expressdo dos genes de rel6gio nos ovarios de mosquitos s&o
necessarios. Nesta dissertacdo, avaliamos o efeito da infeccdo pelo ZIKV em
importantes aspectos da capacidade vetorial (fecundidade e fertilidade) e na
expressdo de genes do relégio. Vimos que a infecgdo pelo ZIKV n&o altera a
fecundidade e fertilidade de ovos, mas a eficiéncia de postura de ovos cai no
segundo ciclo gonotréfico. Dos quatro genes de reldgio analisados, tim, vri, cry2 e
per, os trés primeiros apresentaram arritmicidade tanto em ovarios de fémeas
infectadas quanto na condicao controle (sem infecgdo), diferente do perfil
encontrado em cabegas do mosquito. O Unico gene que aparenta ter expressao
ciclica comumente observada foi period, em ambas as condi¢gdes. Observarmos que,
independente do perfil ritmico ou arritmico dos genes, a infecgao pelo ZIKV parece
nao afetar o relégio periférico de fémeas de Ae. aegypti, assim como a infecgdo nao
afeta os parametros fisioldgicos analisados (fecundidade e fertilidade). Em conjunto,
essas observagdes nos indicam que os genes de reldégio ndo sdo modulados pela
infecgao pelo virus Zika em ovarios 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 INTRODUGAO

1.1 Aedes aegypti

O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762, € um diptero
pertencente a familia Culicidae e sub-familia Culicinae. De origem africana, o Ae.
aegypti foi inicialmente relatado em regides silvestres do Egito e introduzido no
Brasil possivelmente no periodo colonial por meio de navios de trafico humano
vindos da Africa’. E um mosquito encontrado atualmente em regides tropicais e
subtropicais do globo e em algumas regides de clima temperado nos hemisférios
norte e sul®34.

O Ae. aegypti é um mosquito holometabolo, e possui ciclo de
desenvolvimento aquatico e terrestre com duracdo meédia de 7 a 10 dias,
dependendo da temperatura. Este ciclo apresenta quatro estagios bem definidos:
ovo, quatro instares larvais, pupa e adulto® (Figura 1). No inicio de sua vida sado
aquaticos, onde suas larvas alimentam-se de matéria organica dissolvida e de
microrganismos encontrados no criadouro®’ 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 competicdo inter e intra-
especifica no criadouro®.
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Figura 1 - Esquema do ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti. Na figura os estagios
de vida do mosquito Ae. aegypti estao ilustrados: ovo, quatro instares larvais (L1, L2, L3 e
L4), pupa e adulto (Fonte: Adaptado de http://www.istockphoto.com/br).
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Ae. aegypti € uma espécie antropofilica. Os machos sédo exclusivamente
fitofagos e as fémeas sdo hematofagicas, uma vez que necessitam de sangue,
preferivelmente humano, para a maturagdo de seus ovos®°. Apos cerca de 3 a 4
dias do repasto sanguineo as fémeas ja tém seus ovos prontos e podem ovipor em
diversos locais que contenham agua parada e com pouca matéria organica. O tempo
entre a alimentagéo sanguinea e a ovoposigdo € chamada de ciclo gonotrofico®'°.

Os ovos sao depositados na parte umida da superficie interna dos
recipientes, acima do nivel da agua. Apos o desenvolvimento embrionario, que dura
cerca de trés dias, os recipientes se tornardo criadouros para as larvas recém
eclodidas’''. Vale ressaltar que as fémeas de Ae. aegypti preferem ovipor em locais
de fundo escuro e/ou sombreados como por exemplo: pneus, caixas d'agua, pratos
de planta entre outros''?2. Cada fémea do mosquito &€ capaz de produzir cerca de
100 a 200 ovos apoOs cada ingestdo de sangue, portanto sendo aptas a realizar
inumeras posturas no decorrer de sua vida. Todavia, a copula com o macho é
necessaria apenas uma vez, pois os espermatozoides ficam armazenados por toda
vida do inseto em estruturas chamadas de espermatecas'®'*. Os ovdcitos sido
fertilizados, no momento da sua passagem pelo oviduto quando espermatozoéides
s&o liberados, em uma regido especializada denominada micropila™ (Figura 2).

ovarios
ovariolos

ovécito

oviduto

espermateca

Glandula ' vagina
Acessoria

Figura 2 - Fertilizagcdo dos ovos de fémeas de Ae. aegypti. Esquema do aparelho
reprodutor no interior do ultimo segmento abdominal do mosquito. O trajeto em vermelho
representa a passagem do ovocito pelo oviduto até sua saida do corpo da fémea. O trajeto
em azul mostra o caminho percorrido pelo espermatozoide da espermateca até o encontro
do ovocito para que ocorra a fertilizagao. (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 oviposigao sao elipticos, cdncavos,
de coloragdo esbranquicada, tornando-se escuros apos alguns minutos®13.15,
Geralmente, os ovos postos na superficie da agua eclodem assim que terminam o
seu desenvolvimento embrionario, 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
diminuigdo da temperatura’’.

Caso acontegca uma diminui¢do da umidade relativa, os ovos passam por um
processo de pausa no seu desenvolvimento embrionario, denominado de
quiescéncia facultativa®’®'". Uma caracteristica dos ovos de Ae. aegypti é a
resisténcia a dessecagdo, a qual é majoritariamente adquirida no primeiro tergo da
embriogénese e que ja foi visto estar diretamente relacionada a formacao da cuticula
serosa quitinosa e ao processo de melanizagdo da casca do ovo'’'°. Esse processo
permite que o embrido sobreviva a varios meses em condicdes secas e permaneca
viavel por longos periodos, principalmente se mantidos em ambientes Umidos™'°.

Caracteristicas biologicas desse vetor, como preferéncia pela hematofagia em
humanos, dispersdo dos ovos em diversos criadouros e sitios de postura,
discordancia gonotrofica (ocorréncia de mais de um repasto sanguineo para
producdo de um mesmo lote de ovos) e a resisténcia a dessecagao®'®'” favorecem
sua manutencdo e expansdo geografica ao longo dos anos, dificultando seu
controle*. Além disso a discordancia gonotréfica das fémeas de Ae. aegypti aumenta
o numero de contatos com a fonte sanguinea (humanos), potencializando o risco de

transmissao de arbovirus?°.

1.2 Virus Zika

O virus Zika (ZIKV), pertencente a Familia Flaviviridae, género Flavivirus, foi
isolado pela primeira vez na Africa, em 1947 em macacos Rhesus sentinelas na
Floresta de Ziika, em Uganda?'. O ZIKV é um virus esférico e envelopado, com um
genoma de RNA de fita simples polaridade positiva, com 10.794 kilobases (kb) de
comprimento, que codifica trés proteinas estruturais (capsideo [C], proteina da
membrana [M] e do envelope [E], e sete proteinas nao estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5)?>24(Figura 3). Possui dois gendtipos: um Africano

e um Asiatico?*.



ENVELOPE
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Pré-membrana
Figura 3 - Organizagao da particula e genoma do virus Zika. (A) Esquema representativo
da particula viral e (B) esquema representativo do genoma viral. C: capsideo, prM: precursor
de Membrana, E: envelope, NS (proteinas n&o estruturais) (Fonte: Adaptado de
http://www.visual-science.com/projects/zika/3d-model e Rombi e colaboradores''®).

O primeiro relato de caso humano ocasionado por infec¢ao pelo ZIKV ocorreu
na Nigéria em 1954%°. Desde entdo, apenas casos esporadicos de Zika foram
relatados na Africa e no Sudeste Asiatico incluindo a Malasia, Indonésia, india,
Camboja, Paquistao, Filipinas, Singapura, Tailandia e Vietna?’. Contudo foi em 2007
que uma grande epidemia foi registrada na llha de Yap, na Micronésia® e desde
entdo outras epidemias se seguiram, ocorrendo em ilhas do Oceano Pacifico, na
Polinésia Francesa em 20132°, Nova Caled6nia®’, llha de Pascoa®' e llhas Cook?32.

Em maio de 2015 foram relatados os primeiros casos de ZIKV no Brasil,
ocorrendo em pacientes em Camacari, na Bahia®® e em Natal, Rio Grande do
Norte34, associando-o como causador de um surto no nordeste do Brasil.

Zika € uma doenga com maioria de casos assintomaticos do que
sintomaticos, no entanto os 18% que resultam em manifestacbes clinicas,
apresentam febre baixa, exantema, artralgia, mialgia, cefaleia, hiperemia conjuntival,

dentre outros sintomas?®3%. Zika normalmente ndo é associada a complicagdes
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graves, no entanto, ha relatos de casos da sindrome de Guillain-Barré (SGB) em
infecgdes por ZIKV?.

Em outubro de 2015, um aumento expressivo de casos de microcefalia em
fetos e possivelmente associada a infecgao pelo ZIKV foi reportado no nordeste do
Brasil. No més seguinte, o genoma do virus foi constatado no liquido amni6tico de
gestantes da Paraiba, com relato e infecgcado pelo ZIKV e fetos com microcefalia
confirmada®®. A infecgdo pelo virus Zika também é capaz de causar, além da
microcefalia, doengas neuroldgicas congénitas e manifestagbes de desenvolvimento
fetal®”:38; tais manifestagbes em conjunto foram denominadas de Sindrome
Congénita do Zika3%-42.

Diante destes novos acontecimentos, a Organizagdao Mundial da Saude
anunciou em fevereiro de 2016 a epidemia de Zika como Emergéncia Sanitaria em
Saude Publica*®. O ZIKV é mantido em circulagdo no ambiente por dois tipos de
ciclos de transmiss3o: silvestre e urbano**. A manutengdo do primeiro ciclo ocorre
devido a interagdo entre mosquitos e primatas ndo humanos*. Além da interagéo
mosquito/primata, no ciclo silvestre, ha também detecgdo de anticorpos contra o
ZIKV em diversas outras espécies de animais, como roedores, morcegos e
ovelhas*®?5, Ja no ciclo urbano, os humanos passam a manter o ciclo de
transmissao (mosquitos-humanos). Neste ciclo, os humanos sdo hospedeiros
primarios e servem de reservatorios e amplificadores para o virus® e os mosquitos
do género Aedes 2° como vetores. Estudos de laboratério e de campo revelaram que
a principal espécie conhecida que transmite o ZIKV naturalmente no continente

americano é o Aedes aegypti *'.

1.2.1 Periodo de incubagao extrinseco

Quando o mosquito realiza o repasto sanguineo em sangue virémico de um
hospedeiro, ele se torna infectado, iniciando o ciclo de replicagdo do virus no
intestino do mosquito. Para isso as particulas virais precisam se aderir as células
receptoras no epitélio intestinal do inseto para estabelecer infeccdo. Apds a infeccéo
desse tecido, os virions (particula viral infecciosa) atravessam a lamina basal do
intestino para adentrar na hemocele (cavidade corporal aberta dos mosquitos que
contém os orgdos e musculos)*®, disseminando para os tecidos secundarios e
orgaos como ovarios, corpo gorduroso e tecido nervoso. O proximo passo € se
aderir e replicar nas glandulas salivares antes de invadir o lumen da glandula salivar

para ser transmitido por meio da saliva para um novo hospedeiro vertebrado no
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préximo repasto sanguineo. Uma vez infectado, o mosquito € capaz de transmitir o
virus durante toda a sua vida*® (Figura 4). O tempo entre a ingestdo de um sangue
virémico e a capacidade do vetor de transmitir as particulas virais infecciosas na

saliva é denominado periodo de incubagéo extrinseco*s.

SANGUE
INFECTADO

Figura 4 - Principais etapas da infecgdao do vetor por arbovirus. (1) o mosquito é
exposto e se torna infectado quando ingere o sangue de um hospedeiro virémico, (2)
infecgdo das células epiteliais do intestino pelas particulas virais ingeridas, com replicagao e
dispersao no epitélio do intestino, (3) disseminagao viral do intestino para a hemocele, (4)
infecgado da glandula salivar e (5) liberagédo do virus nos ductos salivares que podera resultar
na infecgdo do hospedeiro vertebrado nao infectado, por transmissao horizontal durante o
repasto sanguineo (Fonte: Adaptado de Chouin-Carneiro & Santos''®).

1.3 Reldgio circadiano

1.3.1 Propriedades do relégio circadiano

A rotagdo da Terra gera variagbes no ambiente as quais animais e plantas
sdo constantemente expostos. Ao longo dos anos esses seres passaram a
apresentar oscilagdes diarias com um periodo de 24 horas, denominados de “ritmos
circadianos” (do latim circa = cerca e diem = dia)®%5",

A observacao dos ritmos circadianos tem suas origens desde a antiguidade.
No entanto, a primeira descrigdao da existéncia de um controle endégeno veio em
1729 com o trabalho do astrénomo Jean Jacques d'Ortous de Mairan. Nesse
trabalho, de Mairan observava o ritmo diario 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

condigbes controladas de escuro constante e averiguou que a planta era capaz de
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manter, mesmo sem a presenca de luz, o comportamento de abrir e fechar as suas
folhas® (Figura 5).

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

Em 1832 outro estudo envolvendo Mimosa pudica foi publicado pelo botanico
suico 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 periodo
proximo a 24 horas notado na auséncia de indicadores ambientais foi denominado
de “persisténcia em livre-curso” e foi posteriormente considerada a primeira
propriedade do relégio circadiano®%-52,

O reldgio circadiano pode ser sincronizado por fatores ambientais externos
abidticos (como luz, temperatura) ou bidticos (como disponibilidade de alimento e
organizagdo social). Este sincronismo é a segunda propriedade do reldgio
denominada de “arrastamento”™%%3%2, Qs fatores ambientais externos foram
chamados por Jurgen Aschoff de Zeitgebers, palavra de origem alemé que significa
“‘doador de tempo”, possuem a fungao de acertar o ritmo em livre-curso para exatas
24 horas®°.

A ultima propriedade do relogio biolégico € a termo-compensacao. Na termo-
compensagao, uma variagao de até 10°C a mais ou menos numa faixa constante
nao altera o periodo em livre curso dentro de uma faixa toleravel para a fisiologia de
cada espécie®. O primeiro estudo sobre essa propriedade ocorreu na década de
1950 onde o pesquisador Colin Pittendrigh observou que a fase de eclosdo da



mosca Drosophila pseudoobscura, que ocorre normalmente pela manha, nao se

alterava quando a temperatura era diminuida em 10°C, em escuro constante®.

1.3.2 O controle molecular do relégio em Drosophila melanogaster

Com o objetivo de tentar melhorar o entendimento do mecanismo do relégio
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 reldgio circadiano tomaram um novo
rumo servindo entdo de base para o entendimento do relégio de diversos
organismos.

Foi em 1971 que Ron Konopka e Seymour Benzer®® descreveram o primeiro
gene envolvido no ritmo circadiano, para isso submeteram drosofilas a mutagénicos
quimicos, gerando trés linhagens mutantes, que teriam padrdes diferentes nos
ritmos de ecloséo e atividade locomotora dos observados em moscas nao mutantes.
Ao mapear as mutagdes, eles observaram que todas elas eram no mesmo /ocus
génico, period (per).

As linhagens selvagens, em livre curso, apresentavam um periodo proximo a
24 horas. Quando os mutantes foram submetidos a um regime de escuro constante,
as moscas perst (perS) apresentaram um periodo mais curto, de 19 horas. Ja os
mutantes per-°"9 (pert) apresentaram um periodo mais longo, de cerca de 29 horas e

os mutantes per’’” mostraram-se arritmicos®%% (Figura 6).
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Figura 6 - Representacdo da atividade locomotora em escuro constante dos mutantes
para o gene per em D. melanogaster. Moscas selvagens (per’) possuem um periodo
endbgeno de atividade locomotora de ~24h; moscas mutantes per® possuem um periodo
endbgeno de 19 horas; moscas mutantes per- apresentam um periodo de 29 horas; moscas
mutantes per’’ ndo possuem um periodo definido. No grafico, o amarelo representa o
horario de repouso e a cor verde, o horario de atividade, cada barra horizontal representa
um dia. (Fonte: Konopka & Benzer®*, e adaptada por Rivas, 2010''8).

Desde entéo, varios genes que compdem o reldgio de D. melanogaster foram
descritos e caracterizados molecularmente, revelando que o relogio central desse
inseto & controlado por 3 algas auto-regulatérias interligadas e de retroalimentagao
negativa®’%8,

Na primeira alga regulatéria do reldgio, durante o dia, os fatores de
transcrigdo CLOCK (CLK) e CYCLE (CYC) formam um heterodimero e se ligam na
regido E-box (CACGTG) dos genes period (per) e timeless (tim), ativando a
transcricido desses genes. As proteinas PER e TIM comegam a acumular no
citoplasma algumas horas apds a transcricio de seus respectivos RNAs
mensageiros. A medida que PER é traduzido, é fosforilado pelas quinases
DOUBLETIME (DBT) e CASEINA QUINASE (CK2), o que leva & sua instabilidade e
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possibilidade de degradagdo. Ao mesmo tempo, TIM é fosforilado pela quinase
SHAGGY (SGG). No momento em que ambas as proteinas conseguem se acumular
no citoplasma, elas se ligam formando o heterodimero PER/TIM, estabilizando PER,
que continua ligado a DBT, evitando sua degradagdo. PER/TIM sao entao
fosforilados por DBT, que promove seu transporte para o nucleo. Uma vez no
nuacleo, o heterodimero PER/TIM reprimem a ligacao de CLK/CYC as regibdes
promotoras de seus respectivos genes®®®%58 (Figura 7). Ao amanhecer, o
heterodimero PER/TIM se desfaz, reiniciando o processo.

o
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Figura 7 - Representacdo do relogio circadiano em D. melanogaster. Representagéao
das trés algas de retroalimentagdo negativa, mediadas pelo heterodimero CLK-CYC.
Resumidamente a primeira al¢a regulatéria envolve a repressdo da transcricdo dos genes
per e tim. A segunda alga esta relacionada a regulagdo da transcricdo de Clk pelas
proteinas PDP1 (ativador) e VRI (repressor) e a terceira alga € composta por CWO, que
reprime a transcricdo de Clk e modula a amplitude de transcricdo de genes do reldgio. As
setas indicam a regulagdo positiva e as linhas com final reto indicam represséo
transcricional (Fonte: Bruno et al., 2012 adaptado por Karine Padilha).

Como mencionado anteriormente, a segunda propriedade do relogio € a
capacidade de ser sincronizado por fatores ambientais externos, como por exemplo,
a luz. Esse reinicio de processo ocorre ao amanhecer e € devido a uma proteina
denominada CRYPTOCHROME (CRY) que, na presenga de luz, se torna ativa e
muda sua conformagdo, permitindo a sua ligacdo a TIM que é fosforilado e
ubiquitinado por outras proteinas, sendo, desta forma, marcado para degradagao via

proteossoma®'-62,
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Na segunda alga do reldgio, o heterodimero CLK/CYC ativa a transcrigao dos
genes vrille (vri) e PAR domain protein € (PDP1¢) que codificam as proteinas VRI e
PDP1e. No inicio da noite, a proteina VRI acumula em fase parecida ao seu
transcrito, e quando seus niveis aumentam promove a repressao de Clk (Figura 7).
VRI e PDP1¢ competem pelo mesmo sitio de ligagdo na regido promotora de Clk,
atuando respectivamente como seu repressor e ativador transcricional. Niveis do
transcrito de PDP1e acumulam em diferentes fases, algumas horas depois do
transcrito de vri 636458  Acredita-se que a ativacdo e repressdo em diferentes
horarios poderia causar a expressao ritmica de Clk 8385, O gene cyc apresenta um
perfil constitutivo tanto em seu transcrito, como em sua proteina®®.

A ultima alga do relégio, mais recentemente descoberta e pouco conhecida,
envolve a transcrigdo do gene clockwork-orange (cwo). O heterodimero CLK/CYC se
liga a regido E-Box do gene cwo e promove a sua transcricdo. Até o momento
acredita-se que o gene seria um repressor transcricional do relogio. A proteina CWO
se ligaria a sitios E-boxes na regido promotora tanto do seu, quanto de outros
genes, o que inibiria por competigdo a atuagio de CLK/CYC®7-¢° (Figura 7).

Ha pouco tempo, um novo gene do relégio circadiano foi descoberto, o
Ecdysone-induced protein 75 (E75). Nao se sabe muito sobre o papel do E75, no
entanto foi observado que D. melanogaster silenciadas para esse gene,
apresentaram um padr&o de atividade locomotora arritimico’. Sabe-se também que
E75 atua na transcricdo de per mediada por CLK-CYC’® (Figura 7), inibe a
transcricdo de Clk sozinho ou em conjunto com VRI e que a sua atividade é

reprimida por PER"".

1.3.3 Reldgio circadiano em vetores

O padrao de expressdo dos principais genes de relégio em cabegas de
fémeas virgens de mosquitos Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus foi descrito em
2009 por Gentile e colaboradores’. Nesse estudo, os mosquitos submetidos a ciclos
de claro e escuro em ambas espécies mostraram, de maneira geral, um perfil de
expressdo do RNA mensageiro semelhante ao que € visto em D. melanogaster. Os
genes period e timeless tém seu pico de expressao na fase escura e os genes Clock
e cycle em fase clara. O gene cycle, diferentemente de D. melanogaster, apresenta
um padrao de expressao ciclico. Os genes vrille e Pdp1 apresentam seus picos de
expressdo em fases distintas, o que sugere uma competicdo entre os dois genes
pelos mesmos sitios de regulacao (Figura 8).
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Figura 8 - Expressao dos genes de relégio em cabeca de fémeas virgens dos
mosquitos Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus. Os graficos mostram a expresséo dos
genes per, cyc, tim, Clk, vri e Pdp1 em regimes de claro/escuro (LD, linhas tracejadas) e
escuro constante (DD, linhas continuas). As linhas cinzas representam a expressao dos
genes em Ae. aegypti e as pretas, em Cx. quinquefasciatus. O eixo y indica a abundancia
relativa do RNAm e o eixo x, o ZT (Zeitgeber luz) em LD e o CT (Circadian Time, o tempo
circadiano, em DD). Ja a barra branca indica a fase clara em LD, a 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 tridangulos, DD (Fonte: Modificado de Gentile et al., 2009).

Uma diferenca marcante em relacdo ao modelo D. melanogaster € a
presenca de dois genes cryptocrome, um é semelhante ao fotoreceptor (cry7) de
Drosophila e outro (cry2), que é ortdloga ao repressor transcricional encontrado em

vertebrados’® mas que n&o se encontra na mosca de frutas.
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A expressdao do gene cry! tanto para Ae. aegypti quanto para Cx.
quinquefasciatus nao apresenta padrdo de ciclagem. Em relacdo a expressao de
cry2, o mosquito Ae. aegypti apresenta um padrao bimodal, ou seja, com dois picos
de expressao génica, um pico na fase clara e outro na fase escura. Diferentemente,
Cx. quinquefasciatus apresenta somente um pico de expressao na fase escura
(Figura 9). Nao sabemos qual a importancia destes dois picos presentes em Ae.
aegypti na regulacdo do reldgio circadiano. Pressupde-se que as diferengas
observadas na expressédo de cry2 entre estas duas espécies poderiam contribuir
para os diferentes padroes de atividade diurno e noturno, respectivamente em Ae.
aegypti e Cx. quinquefasciatus™. A partir deste trabalho, foram avaliados os efeitos
de mudangas fisiologicas na expressédo destes genes e no comportamento do vetor
Ae. aegypti™+7".

=% LD : : -%.LD
Ae. aegypti | DD Cx. quinquefasciatus DD
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Figura 9 - Expressao dos genes cryptochrome1 e cryptochrome2 em mosquitos Ae.
aegypti e Cx. quinquefasciatus. Os graficos mostram a expressdo dos genes
cryptochrome 1 e 2 em regimes de claro/escuro (LD, linhas tracejadas) e escuro constante
(DD, linhas continuas). As linhas cinzas representam a expressédo dos genes em Ae. aegypti
e as pretas, em Cx. quinquefasciatus. O eixo y indica a abundancia relativa do RNAm e o
eixo x, 0 ZT (Zeitgeber luz) em LD e o CT (Circadian Time, o tempo circadiano) em DD. Ja a
barra branca indica a fase clara em LD, a parte hachurada representa o dia subjetivo em DD
(fase em que a luz estaria acesa em um regime claro/escuro) e barra preta indica a fase
escura em LD e a noite subjetiva em DD. Os pontos representam LD e os tridngulos DD
(Fonte: Modificado de Gentile et al., 2009).

Nosso grupo’® avaliou a expressdo dos genes de relégio em corpos de
fémeas de Ae. aegypti em diferentes condigdes fisioldgicas: virgem/nao alimentada,
inseminada/ndo-alimentada, virgem/alimentada e inseminada/alimentada. A
expressdo dos genes do relégio foi reduzida quando as fémeas estavam
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alimentadas, independente da condi¢cao de copula e, por isso, pode-se observar que
esse fator era suficiente e significante para impactar na expressdo de tais genes’.
Juntamente com aquele estudo, outros conduzidos com o flebotomineo Lutzomyia
longipalpis™ e o mosquito Anopheles gambiae™ 8! mostram que a expressdo dos
genes de reldgio e diversos genes controlados pelo relégio podem ser afetados pelo
repasto sanguineo.

Além do efeito da ingestdo sanguinea, em outro momento foi observado que
a infecgao pelo arbovirus DENV2 aumenta o padrdo da atividade locomotora de Ae.
aegypti quando comparadas com mosquitos controles. Esse achado pode significar
que a infeccdo por esse virus poderia ter um papel na modulagdo deste
comportamento no mosquito’4. Ao contrario de DENV2, a infecgdo por ZIKV diminui
a atividade locomotora de Ae. aegypti, consequentemente podendo reduzir sua
mobilidade o que indicaria o grande numero de casos vistos num mesmo domicilio
durante a epidemia de 2015/2016%2.

Além do relogio central, os organismos possuem relégios periféricos
localizados em diversos orgédos e tecidos que muitas vezes regulam ritmos em
funcdes especificas do mesmo®3. Os reldgios periféricos podem ser autdnomos em
relacdo ao relégio central, recebendo estimulos diversos como temperatura,
umidade e vibragbes mecanicas para o seu funcionamento. No entanto, uma vez
que os tecidos do relégio periférico sejam submetidos a condigdes constantes,
podem perder a sincronia entre células®.Por volta dos anos 2000, os osciladores
periféricos eram considerados autbnomos, podendo ser sincronizados pela luz e
independentes do oscilador central®*8. Daquele ano em diante, estudos
moleculares comegaram a esclarecer a complexidade por tras do mecanismo
oscilatorio, que possui certo grau de independéncia do relégio central e que varia
entre os relogios periféricos®3-86.

Apesar de ja ter sido observada a influéncia de mudancgas fisiologicas na
expressdo de genes de relogio, levando a alteragbes no comportamento, ndo se
sabe ainda como o relogio central e os relogios periféricos se comunicam para
estabelecer certas atividades, como por exemplo, o do ritmo de oviposi¢ao. Estudos
da expressao dos genes de reldgio nos ovarios de mosquitos sdo necessarios, uma
vez que estes padrées sdo conhecidos somente para Drosophila®”6288 No caso do
ritmo de oviposicao, ja € sabida a preferéncia das fémeas de Ae. aegypti por ovipor
na fase escura’, no entanto é desconhecida a relagdo dessa preferéncia com as

bases moleculares do reldgio circadiano do vetor.
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1.4 Justificativa

O ZIKV se tornou um problema de saude publica, desde a epidemia ocorrida
no Brasil em 2015. Apesar dos relatos de distintos mecanismos de transmissao do
virus?®®, a transmissédo vetorial € o principal meio de dispersdo do virus e,
consequentemente, da doenca.

O conhecimento das bases moleculares dos ritmos circadianos e da fisiologia
de insetos vetores € de extrema importancia para o conhecimento da biologia do
vetor, e para a formulagédo de estratégias alternativas de controle. Estudos em outras
espécies de insetos tem ampliado a compreensao de como os genes de reldgio
funcionam e se relacionam com a fisiologia, metabolismo e comportamento do
animal®.

A ovogénese e o comportamento de oviposicdo, bem como a fecundidade
(quantidade de ovos postos/fémea) e a fertilidade (viabilidade dos ovos postos), sao
processos cruciais para perpetuacdo de insetos vetores como o Ae. aegypti e
atualmente est&o sendo alvo de estudos relacionados com a capacidade vetorial®*.?%-
9212 Testamos aqui a hipdtese de que a infecgdo de fémeas de Ae. aegypti pelo
virus Zika deve chegar aos ovarios e afetar a quantidade de ovos postos pela fémea
e a viabilidade dos mesmos, assim como deve alterar o perfil de expresséo de genes
do reldgio circadiano, que sabidamente estdo envolvidos nos processos de
ovogénese e embriogénese em outras espécies de dipteros®-%.

Neste estudo, tivemos interesse em avaliar o efeito da infecgéo pelo ZIKV em
importantes aspectos da capacidade vetorial (fecundidade e fertilidade) e na

expressao de genes do reldgio circadiano em ovarios de Ae. aegypti.

15



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o papel da infecgdo experimental do ZIKV na fecundidade,
fertilidade e na expressédo de genes do reldogio circadiano em ovarios de fémeas de

mosquitos Ae. aegypti.

2.2 Objetivos Especificos

1. Verificar a influéncia da infecgdo do ZIKV na quantidade de ovos
(fecundidade) de fémeas individualizadas de Ae. aegypti;

2. Investigar a viabilidade (fertilidade) dos ovos oriundos destas fémeas
infectadas experimentalmente pelo ZIKV;

3. Investigar o efeito da infeccdo do ZIKV, na expressdo dos genes de
relégio tim, vri, cry2 e per nos ovarios das fémeas de Ae. aegypti alimentadas e ndo
infectadas submetidas a ciclos de claro/escuro (LD 12:12).

4. Investigar o efeito da infeccdo do ZIKV, na expressdo dos genes de
relogio tim, vri, cry2 e per nos ovarios das fémeas de Ae. aegypti infectadas com
ZIKV e submetidas a ciclos de claro/escuro (LD 12:12).
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3 CAPITULO1

3.1 Artigo: Unlike Zika, Chikungunya interferes in the viability of Aedes

aegypti eggs, regardless of females’ age.

Relagdo do Manuscrito com os Objetivos:

O artigo aqui apresentado é de autoria compartilhada com a aluna de
Doutorado Karine Pedreira Padilha do Programa de Pos graduagdo em Biologia
Celular e Molecular do 10C, realizado no LABIMI. Este artigo aborda os efeitos de
infecgdes pelos virus chikungunya e Zika em parametros da capacidade vetorial. Os
resultados relacionados a infecgdo por chikungunya sdo parte do projeto de
Doutorado e a infecgao pelo virus Zika é parte de meu projeto de mestrado. Este
capitulo versara especificamente sobre os objetivos especificos 1 e 2 desta
dissertacao (citados abaixo).

Objetivo especifico 1: Verificar a influéncia da infecgdo do ZIKV na quantidade de
ovos (fecundidade) de fémeas individualizadas de Ae. aegypti;
Objetivo especifico 2: Investigar a viabilidade (fertilidade) dos ovos oriundos destas

fémeas infectadas experimentalmente pelo ZIKV;

Submetido para publicagao em: Scientific Reports.

Resumo:

Chikungunya e Zika sao arbovirus transmitidos pelo mosquito Aedes aegypti.
A fecundidade e a viabilidade dos ovos do mosquito sdo parametros importantes da
capacidade vetorial. Pretendemos entender, comparativamente, os efeitos da
infeccdo pelo virus Chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV) na fecundidade e fertilidade
de fémeas jovens e velhas de Ae. aegypti. Utilizando experimentos artificiais de
alimentagdo sanguinea infectiva, observamos que infeccdo com CHIKV e o ZIKV
nao alteraram no numero de ovos postos em comparacgao a fémeas nao infectadas.
No entanto, a fertilidade diminuiu significativamente em fémeas jovens ou velhas
infectadas com CHIKV, mas ndo com ZIKV. Observamos uma tendéncia de aumento
de fémeas nulas (inférteis) em proporgdo a idade na infecgdo 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

disseminacdes virais diferentes na natureza.
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Unlike Zika, Chikungunya virus
interferes in the viability of Aedes
aegypti eqggs, regardless of females’
age

Maria Eduarda Barreto Resck*5, Karine Pedreira Padilha’*, Aline Possati Cupolillo?,
Octavio A. C. Talyuli?, Anielly Ferreira-de-Brito?, Ricardo Lourengo-de-Oliveira*,
Luana Cristina Farnesi'* & Rafaela Vieira Bruno¥*5*

Chikungunya and Zika are arboviruses transmitted by the mosquito Aedes aegypti. Mosquito fecundity
and egg viability are important parameters of vectorial capacity. Here we aim to understand,
comparatively, the effects of Chikungunya virus (CHIKV) and Zika virus (ZIKV) infections on the
fecundity and fertility of young and old Aedes aegypti females. Using artificial infection blood feeding
experiments we observed that both CHIKV and ZIKV do not alter the number of eggs laid when
compared to uninfected females, although the egg fertility significantly decreases in both young and
old CHIKV-infected females. There is an upward trend of null females (infertile females) from 2.1% in
young to 6.8% in old ZIKV-infected females. Together, our data revealed that CHIKV and ZIKV affects
differently Ae. aegypti physiology, that may be related to different viral spread in nature.

Chikungunya virus (CHIKV), a member of the Togaviridae family, Alphavirus genus, was first isolated in 1952
in Tanzania'. Emerging and reemerging outbreaks have occurred since its discovery in several regions in Africa,
Asia, Indian Ocean islands and Mediterranean areas in Europe?”. In Brazil, the first Chikungunya autochtho-
nous cases occurred in 2014*. The virus spread throughout the country?®, being in co-circulation with dengue
(DENV) and Zika (ZIKV) viruses during this period®. Zika, a virus belongs to Flaviviridae family, Flavivirus
genus, was first isolated in 19477, For 60 years, only sporadic Zika cases were reported in humans, however in
2007 an outbreak occurred in Yap Island, Micronesia®. Subsequently, ZIKV expanded throughout the Pacific
islands and reached the Americas in 2015, turning into an epidemic in Brazil. It is currently considered a new
public health threat® .

Both arboviruses (Zika and Chikungunya) are transmitted by the bite of mosquitoes of genus Aedes”!*'".
Among them, the Aedes aegypti is the main vector in the urban transmission cycle'*'®. This domestic and
anthropophilic species is anautogenous (the females need blood supply for eggs maturation)'”. After one or more
blood feedings, egg maturation occurs in about 3 or 4 days. Each period between blood feeding and egg laying
is called gonotrophic cycle (GC)'7"'*. An Ae. aegypti female is able to lay approximately 100 eggs per GC*. The
ingestion of more than one blood meal by mosquito females within a single gonotrophic cycle is called gono-
trophic discordance and can occur in Aedes aegypti mosquitoes. This feature is involved in vectorial capacity
and is very important for the transmission of viruses® -,

Comparatively, the biology of the egg phase is less explored than other in the mosquito life cycle. The Ae.
aegypti eggs can survive for long periods in dry conditions at the end of their embryonic development'”*>4-26,
This important feature is related to ecological issues such as dormancy, that enables the embryo to survive
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Figure 1. Effect of Chikungunya (CHIKV) and Zika (ZIKV) viruses infections on first gonotrophic cycle (GC)
(A,B) and second GC (A’,B’) fecundity of Aedes aegypti females. The significance is represented by p<0.05
obtained by using the non-parametric Mann-Whitney test. Bars represent mean and + se of independent
experiments.

drought periods'”. Furthermore, egg resistance to desiccation (ERD) facilitates passive dispersal to new locations
being important to epidemiologic features of arboviruses that has Ae. aegypti as the main vector”.

Distinct arbovirus may replicate in different velocities and consequently the time between taking a viremic
blood meal and shedding virus into saliva (extrinsic incubation period, EIP) vary. CHIKV reaches the Aedes
salivary glands faster than DENV2, which directly affects the potential of viral spread®®. During the EIP, virus
replicate in the midgut and in several secondary mosquito tissues following disseminate in the hemocoel prior
to be shed into saliva. Thus, arbovirus can interfere in female biology and consequently in their physiology such
as fecundity and fertility’**". Hence, the analysis of number of eggs laid by an infected mosquito (fecundity) and
their viability (fertility) are also key parameters to comprehend the vectorial capacity.

Our previous studies have shown that ZIKV infection can modulate Ae. aegypti females’ locomotor activity
but did not change significantly the fecundity and fertility neither in the second or third GCs when the female
egg laying is clustered®. Here we refined our methodology focusing on understand, comparatively, the effect
of infection by CHIKV and ZIKV in fecundity and fertility of Ae. aegypti females from different ages, analyzed
at distinct GC.

Results

CHIKV and ZIKV infection do not change the fecundity. We analyzed whether CHIKV and ZIKV
infection influenced in the fecundity in females of different ages following the first or second GCs. Infection rate
of randomly chosen samples of mosquitoes orally challenged with viruses was 80% for CHIKV infection and
89.5% for ZIKV infection. . We observed that the number of eggs did not change in any of the tested settings
for CHIKV infected (7-days-old or 14-days-old females; p=0.88 and p=0.96, respectively) and non-infected
mosquitoes (Fig. 1A,A’). The same was observed when females were infected with ZIKV, where no significant
differences were observed in fecundity, independent of the females’ age (p=0.09 and p=0.0542, respectively)
(Fig. 1B,B).
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Figure 2. Effect of Chikungunya (CHIKV) and Zika (ZIKV) viruses infections on first GC (A,B) and second
GC (A",B’) fertility of Aedes aegypti females. The significance is represented by p<0.05 obtained by using the
non-parametric Mann-Whitney test. Bars represent mean and + se of independent experiments.
CHIKYV infection affects females’ fertility, dissimilar from ZIKV infection. As opposed to the
fecundity, the fertility (the quantity of egg hatching) was affected by CHIKV infection. When females were
younger (infectious blood meal taken in the 1** GC), the average of fertility in non-infected | was 55.77 (+3.43)
compared to 32.73 (+2.27) in CHIKV infected females. In addition, when females were older (infectious feeding
was performed in the 2" GC), the average of the control group was 47.88 (+4.31) and decreased to 35.22 (+3.37)
in the treated group (Fig. 2A,A") (p<0.05 in both cases).

We evaluated the influence of ZIKV infection in Ae. aegypti’s fertility, in the same conditions of CHIKV

(females were blood fed in different ages/GCs). We did not observe any significant difference for ZIKV infected
and non-infected Ae. aegypti females’ fertility (Fig. 2B,B’; p=0.09 and p=0.35, respectively).
Fecundity and fertility lose correlation when females are infected with CHIKV. We analyzed
the correlation between fecundity and fertility in the first and second GCs of females infected with CHIKV or
ZIKV. In the former, we can observe that the 7-days-old and 14-days-old females from the control group showed
a positive correlation (Fig. 3A,A" boxes; r=0.45 and r=0.33, respectively; p<0.0001, p=0.02, respectively). On
the other hand, correlation data from females infected with CHIKV are different when feeding occurred in
the first (young females) or second GC (old females). In the first cycle, the positive correlation observed in the
control is maintained (r=0.30; p<0.0001), however, in the second GC this correlation is lost (r=0.11, p=0.35)
(Fig. 3A,A).

Analyzing the correlation between fecundity and fertility in ZIKV young and old females, we observed a
positive linear relationship in the control group (Fig. 3B,B’ boxes; r= 0.42; r=0.27, respectively and p=0.004,
p=0.0065, respectively). When analyzing infected Ae. aegypti females’ eggs throughout the ages, this positive
correlation is still maintained (Fig. 3: B,B'; r=0.38; r=0.40, respectively and p =0.0002, p=0.0002, respectively).
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Figure 3. Correlation between fecundity and fertility of Aedes aegypti females uninfected and infected with
Chikungunya or Zika virus. (A): CHIKV—1° gonotrophic cycle (GC); (A"): CHIKV—2¢ gonotrophic cycle
(GC); (B): ZIKV—1° gonotrophic cycle (GC); (B’): ZIKV—2¢ gonotrophic cycle (GC). All boxes shows controls
of each conditions. Analysis was made for Correlation of Spearman, the R number of each correlation is
described in the text.

Ist gonotrophic cycle

CHIKV 186 91 49.5 3.8
ZIKV 97 92 64.9 2.1
2nd gonotrophic cycle

CHIKV 72 87 52.8 27
ZIKV 88 91 352 6.8

Table 1. Oviposition efficiency of Ae. aegypti females infected with CHIKV or ZIKV. N number of females.
*Efficiency was measured according to the control median. *Females that did not lay eggs were considered null.

Oviposition efficiency for CHIKV and ZIKV. We considered as oviposition efficiency the percentage of
infected females (with CHIKV or ZIKV) that presented an oviposition value equal to or greater than the median
value of control females. In the CHIKV infection, we obtained 49.5% of efficient females when feeding was per-
formed in the first GC and 52.8% when it occurred in the second one. For ZIKV infection, oviposition efficiency
was of 64.9% and 35.2% for first and second GCs, respectively. Regarding the number of nulls, that is, females
that did not lay eggs, we obtained for CHIKV infection 3.8% and 2.7% when virus challenge was performed in
the first or second GC, respectively. When analyzing the number of null females for ZIKV infection, the percent-
age increased from 2.1% in the first to 6.8% in the second GC (Table 1). In the case of ZIKV null females, we
observed an increase of infertility in ZIKV infected females in second GC.
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Discussion

Vectorial capacity (VC), critical for arboviruses transmission, is the predictable value through a mathematical
formula that considers beyond environmental conditions, intraspecific physiological and behavioral parameters,
those that will be important to arboviruses transmission in nature*>*. The VC contemplates mainly biting behav-
ior (frequency of host contact for blood feeding), mosquito-vector survivorship and population density**-.
Population density is very dependent on mosquito fecundity and fertility. Aedes aegypti behavior and physiology
as well as arbovirus-mosquito interactions are thoroughly studied topics, but additional studies are needed in
order to endorse the development of new tools to mosquito control actions.

There are different methods described in the literature to study the fertility of Ae. aegypti females?**"-%. Here,
we used the methodology called synchronized posture that is successful in forcing females Ae. aegypti to lay their
eggs in short time intervals?**’. The calculation of the oviposition time of 90 min was based on a comparison of
the average number of eggs per female from previous studies in our group with longer time intervals®. In that
paper, we showed a female laid an average number of 82 eggs in synchronized postures that lasted 6 h, while we
present in this study an average number of 86 eggs per female in postures lasting 90 min. Therefore, we optimized
the bioassay and achieved success in a shorter time.

In 2018, Padilha and collaborators™ tested the effects of ZIKV in fecundity and fertility in clusters of infected
and non-infected Ae. aegypti. Here we aimed for a more accurate evaluation, where eggs laid by individual females
were analyzed for additional parameters such as oviposition efficiency and number of null females, and tested
correlation between fecundity and fertility.

We examined whether CHIKV or ZIKV infection could affect the number of eggs laid per females and
hatching. We noted that, regardless of female age, CHIKV infection does not alter fecundity, but had significant
influence on fertility. It is important to report that our results are different from those observed by Sirisena et al.”,
when using a different methodology from ours. They performed their experiments with different mosquito and
virus strains. The oviposition was carried out with females in group and during three GCs, where infective blood
feeding occurred only in the first GC. Sirisena et al.* found that CHIKV infection caused the group of females
to lay fewer eggs than the control in the first and third GCs but not in the second one; the authors did not test
for fertility of individual females.

In relation to ZIKV, despite using different methodologies, our data corroborate those of Padilha et al.*, where
ZIKV infection does not cause damage to the overall fertility and viability of Ae. aegypti, but with a decreasing
tendency (p=0.0542) of egg numbers laid by older females. On the other hand, Petersen et al.* considered the
first three clutches of eggs individually laid by young (7 days), mature (14 days) and old (21 days) Ae. aegypti
females, analyzing two aspects of fecundity: the oviposition success and clutch size. These authors observed that
ZIKV infected mosquitoes laid fewer eggs than the uninfected ones and the egg production was affected by the
age of feeding, once younger females laid more eggs than the older ones; egg viability was not tested. When we
analyzed the oviposition success, we considered the percentage of females that presented an oviposition value
equal to or greater than the control median, while Petersen et al.** considered individual females that laid at least
one egg, in a qualitative analysis.

Our results regarding the success of oviposition indicated that CHIKV-infected females showed a small
increase of about three percent in the oviposition efficiency when feeding was performed in the second GC.
ZIKV-infected females, on the other hand, showed to be less efficient in this GC, showing a greater decrease in
almost half of their efficiency percentage. Moreover, in relation to the percentage of null females, those infected
with CHIKYV presented infertility of 3.8% and 2.7%, when feeding was performed in the first or second gono-
trophic cycles, respectively. However, interestingly, the females infected with ZIKV presented a percentage of
2.1% and 6.8%, respectively, indicated that infertility increases when they get older as expected.

Unlike what was reported by previous studies®**!, in which they used in the second GC the same females that
had already had the first oviposition, we aimed to isolate the age factor from the possible drop in viral load over
time®"*’. That is why we performed infective blood feeding only in the first or in the second GC.

The temporal tropism of the virus was taken into consideration when we decided to perform the infective
blood feeding, since the females lay eggs about 4 days after feeding. According to Sirisena et al.* and Ryckebusch
et al.’’, after 4 days of infection, CHIKV and ZIKV have already disseminated over the mosquito’s body, although
CHIKYV does it more quickly. Vega-Rua et al.'® showed that CHIKV of distinct genotypes disseminated in
80-100% of Ae. albopictus in only 3 days after oral challenge. Le Coupanec et al.** described the quick distribu-
tion of CHIKYV particles in Ae. aegypti body, more specifically in the midgut (MG) and salivary glands (SG). The
virus was detected in the SG at 4-day post viral exposure, peaking by day 8. The replication kinetics of CHIKV
is different from other viruses, such as ZIKV, which seems to disseminate to secondary tissues of the mosquito
body in a slower manner, with the peaking at 10-14 days after oral challenge®'*2.

Finally, we observed a positive correlation between the number of laid eggs and the tendency of hatching
viable larvae in younger females. Interestingly, CHIKV and ZIKV infection does not change this pattern in Ae.
aegypti. On the other hand, when females are older, this correlation is lost in CHIKV infected females.

Our data revealed that ZIKV infection may increase infertility as the females get old but did not affect the
viability of the eggs, while CHIKYV infection affects viability and shows a loss of correlation of viability versus
number of eggs. It indicates that a high oviposition efficiency (high number of eggs) does not correspond to a
high number of viable larvae. CHIKV and ZIKV affects differently Ae. aegypti physiology, which can have rela-
tion with the different viral spread in nature. Understanding these parameters of vectorial capacity is crucial to
elucidate the arboviruses transmission as well as the infected Ae. aegypti biology.

iy
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Methods

Mosquito rearing.  Aedes aegypti mosquito eggs (PAEA strain from Tahiti, French Polynesia*’, maintained
in laboratory since 2003) were hatched in plastic trays containing 1.5 L of Milli-RO water and approximately
1 g of yeast (Vitalab, Brazil). First instar larvae were counted and redistributed to new plastic trays (300 larvae
per tray) and fed with the same quantity of yeast, every 2 days, until pupae development (according to Farnesi
et al.*. Pupae were counted and separated in cages (with approximately 400 each) for adult emergence; males
and female mosquitoes were kept together (with 10% sucrose solution ad libitum) to allow copulation. For all
experiments, mosquitoes were maintained in an incubator (Forlab Scientific Incubator, USA) at 25+ 1 °C, with
a photoperiod of 12 h of light and dark (LD 12:12) and 60-80% relative humidity (RH).

Virus and mosquito oral infection. The ZIKV strain ZIKV/H.sapiens/Brazil/PE243/201 (GenBank
accession number KX197192.1) and CHIKV strain BHI3745/H804709* were used for oral experimental infec-
tion of Ae. aegypti females.

These strains were harvested in C6/36 monolayer cells flask for 7 days, in Leibovitz-15 media supplemented
with 5% fetal bovine serum, triptose 2.9 g/L, 0.075% sodium bicarbonate, 0.02% L-glutamine, 1% of non-essential
amino acids and 1% penicillin/streptomycin at 28 °C according to Oliveira et al.*’. Cell culture supernatant was
collected and centrifuged at 1500g for 5 min. The aliquots were kept frozen — 70°C until use.

Both viral titles were determined by plaque assay in Vero cells following 10 x serial viral stock dilution and
covered by a layer of DMEM media supplemented with 2% fetal bovine serum, 1% penicillin/streptomycin and
0.8% methylcellulose, incubated for 3 days at 37 °C and 5% CO,.

The mosquitoes were orally infected with seven (‘young females’) or fourteen (‘old females’) days old by blood
meal containing 107 PFU/ml of CHIKV or ZIKV. The infectious blood meal was prepared by mixing 1:1 of rab-
bit red blood cells and virus stock and 10% of heat—inactivated rabbit plasma. The mosquitoes were artificially
fed using glass artificial feeders, sealed with Parafilm-M membrane stretched, connected to a bath at 37 °C for
approximately 40 min, inside a Biosafety level —2 (BSL-2) insectary. Control mosquitoes fed on a similar blood
meal, but with a non-infected L15 culture medium**. Prior to blood meals, female mosquitoes were deprived of
sucrose for approximately 6 h. After blood meal, mosquitoes were cold anesthetized and only the fully engorged
females were used.

Viral confirmation. Total RNA from the whole mosquitoes was extracted individually, 4 days after virus
infection, using TRIzol (Life Technologies) according to manufacturer’s protocol. Viral RNA detection and
quantification of Zika and Chikungunya were carried out through RT-qPCR with TagMan Fast Virus 1-Step
Master Mix Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System (Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA). For ZIKV detection, reaction was conducted using 0.6 pM forward primer—5'-
CTTGGAGTGCTTGTGATT-3', genome position 3451-3468; 0.6 uM reverse primer—5-CTCCTCCAGTGT
TCATTT-3', genome position 3637-3620 and 0.8 uM probe—5'FAM-AGAAGAGAATGACCACAAAGATCA
-3"TAMRA, genome position 3494-3517. For CHIKV detection, reaction was conducted using 1.1 pM forward
primer 5-TCACTCCCTGTTGGACTTGATAGA-3, genome position 6856-6879; 1.1 uM reverse primer—>5'-
TTGACGAACAGAGTTAGGAACATACC-3, genome position 6981-6956), and 0.2 uM probe 5'FAM-AGG
TACGCGCTTCAAGTTCGGCG-3’, genome position 919-6941%%, Cycling conditions for reactions were the
same, as follows: 50 °C for 5 min, 95 °C for 20 s, followed by 40 amplification cycles of 95 °C for 15 s and 60 °C
for 60 s.

Gonotrophic cycle assays for fecundity and fertility. For young females assays we used eggs of the
first GC. Seven days-old Ae. aegypti females were provided with infected or uninfected blood meal as previously
described. Oviposition was stimulated 4 days after blood meal as described in Farnesi et al.*’. About 30 females
per condition, in each experiment, were individually isolated in an inverted plastic Petri dish (90 mm in diam-
eter) with wet filter paper (Whatman No. 1) lining the lid. All females were allowed to oviposit for 90 min inside
incubators (25 °C), in dark and 60-80% relative humidity conditions. After oviposition, females were released in
cages, and randomly separated for posterior viral detection (at least five females per condition). Eggs were stored
inside the incubators in a regimen of 12 h of light followed by 12 h of dark (L/D) until the end of embryogenesis.
For old females’ assays, the eggs of the first GC of 7-days-old females were discarded as described by Padilha
et al.*. After that, females returned to the cages provided with sucrose 10% ad libitum until they were 14 days-
old when they were fed with infected or uninfected blood meal. Then, they were individualized and stimulated
to lay eggs of the second GC as described above. Eggs from second GC were used to the analyses. The eggs dried
for 7 days inside incubators (LD12:12; 25 °C and 60-80% RH) and then were counted and tested for viability.

Fertility assays. All the eggs obtained from individual females were tested for viability. Briefly, to stimulate
hatching 50 mL of industrial yeast extract solution 0.15% (weight/volume) were added in each Petri dish placed
in incubators for 24 h (25 °C, 60-80% RH and photoperiod LD 12:12), according to Farnesi et al.*. In general,
the assays were made three times independently.

Oviposition efficiency. To evaluate if infection with CHIKV or ZIKV interferes in the efficiency of females
to lay eggs, we assumed they were efficient when they could lay a number of eggs equal or higher than the control
median, considering the control group of each age and each infection condition. The median of all controls is
near to the average of egg laid described to Ae. aegypti species'*?.
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Statistical analysis. At first, all physiological data were tested for normality by Shapiro-Wilk test. We
applied Mann-Whitney test for fecundity and fertility, as described in each graphic legends. For correlation
analysis between fecundity and fertility, was used the Spearman coefficient. All statistical assays were executed
using GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, California, EUA) and p value <0.05 was considered
for significant differences.

Ethical statement. All experiments carried out on this study were approved by the institutional Research
Ethics Committees IOC/FIOCRUZ #L.W34/14 and CEUA-UFR] 149/19 (for use of rabbit blood). All experi-
ments were performed in accordance with relevant guidelines and regulations.

Data availability
The data generated and analyzed during the current study are available upon reasonable request to the cor-
responding author.
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4 CAPITULO 2

Este capitulo refere-se ao objetivo especifico 3 e 4 desta dissertagao.

Objetivo especifico 3: Investigar o efeito da infecgao do ZIKV, na expressdo dos
genes de relégio tim, vri, cry2 e per nos ovarios das fémeas de Ae. aegypti
alimentadas e nédo infectadas submetidas a ciclos de claro/escuro (LD 12:12).

Objetivo especifico 4: Investigar o efeito da infecgao do ZIKV, na expressdo dos
genes de relégio tim, vri, cry2 e per nos ovarios das fémeas de Ae. aegypti
infectadas com ZIKV e submetidas a ciclos de claro/escuro (LD 12:12).

4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Consideragoes éticas

Todos os experimentos realizados neste estudo utilizando animais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa: IOC/FIOCRUZ#LW34/14 (Laboratério
de Transmissores de Hematozoarios, LATHEMA/IOC, FIOCRUZ), para alimentagao
em camundongos e CEUA-UFRJ 149/19 (Laboratério de Bioquimica de Artropodes

Hematofagos, IBqM, UFRJ), para utilizagdo do sangue de coelho.

4.1.2 Criagao de Mosquitos

Os ovos de Ae. aegypti usados neste estudo sdao da linhagem PAEA,
originaria do Taiti® e foram cedidos em colaboragio com o Dr. Ricardo Lourengo-de-
Oliveira do Laboratério de Transmissores de Hematozoarios (LATHEMA/IOC,
FIOCRUZ). Foram colocados para eclodir em bacias contendo 1,5L de agua 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 agua e levedo de cerveja da bacia foram trocados em dias
alternados até a pupacao, onde 400 pupas eram alocadas em gaiolas cilindricas de
papeldo de 16,5 cm de diametro x 17 cm de altura. As fémeas recém emergidas
eram mantidas com solucao de sacarose 10% ad libitum e em contato com machos

por, pelo menos, 48h, para que ocorresse sua inseminagao. O regime de criagao foi
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realizado em incubadora em regime LD12:12 (do inglés Light:dark, com 12 horas de
claro seguidas de 12 horas de escuro), a temperatura constante de 25°C.

4.1.3 Virus

O virus utilizado para a infecgcao experimental das fémeas de Ae. aegypti foi
gentilmente cedido pelo Laboratério de Bioquimica de Insetos Hematofagos (IBgM,
UFRJ). A cepa ZIKV/H.sapiens/BrazillPE243/201, numero de acesso GenBank
KX197192.1, foi isolada de um paciente febril no estado de Pernambuco, Brasil e
previamente caracterizada®. 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 sodio, 0,02% de L-glutamina, 1% de amino acido
nao essencial e 1% penicilina/estreptomicina em temperatura de 28°C conforme

Oliveira e colaboradores®.

4.1.4 Infeccao experimental com ZIKV

A infecgado experimental foi realizada em colaboragdo com o Laboratoério de
Bioquimica de Insetos Hematéfagos (IBgM, UFRJ). Fémeas de cinco dias foram
submetidas ao repasto artificial infeccioso (sangue de coelho infectado com a cepa
viral ZIKV-PE na concentragdo de 10" PFU/mL) por aproximadamente 40 minutos,
usando sistema de membrana artificial, como em Oliveira e colaboradores®®.

O sistema consiste de pequenos funis de vidro transparentes com capacidade
de 400uL que sao colocados invertidos e conectados através de finos conectores de
borracha para a passagem de agua 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 sanguineo contendo apenas sobrenadante
de cultura de células n&o infectadas. Adormecidas em gelo, somente as fémeas
totalmente ingurgitadas foram utilizadas e o critério de separagdo foi a distensao
total do abdome da fémea com a coloragao vermelha.

Para a analise dos genes de reldgio, as fémeas foram colocadas em grupos
de 15 espécimes em tubos conicos de centrifugagao (tipo Falcon) de 50mL com uma
forminha de papel no fundo. Os tubos foram tampados com tule, para permitir o
acesso a um algodao embebido em sacarose 10%, que era trocado duas vezes até

o0 momento da coleta. As fémeas eram mantidas em incubadora com fotoperiodo de
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12 horas de claro e 12 horas de escuro (LD 12:12), a temperatura constante de 25°C
e umidade relativa entre 60-80%.

4.1.5 Analise da expressao dos genes de reldgio circadiano:

4.1.5.1 Coleta de pontos

Apos alimentagdo infectiva as fémeas foram mantidas em regime de
claro/escuro e temperatura constante em incubadora Forlab EletroLab (LD 12:12,
25°C). No sétimo dia ap6s a alimentagao, grupos de 30 individuos (15 infectados e
15 controles) foram coletados a cada quatro horas ao longo de 24 horas. As
primeiras amostras eram coletadas trés horas apds 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 entdo coletado um total de 12 amostras por experimento,
totalizando 3 experimentos independentes, nos momentos: ZT3, ZT7, ZT11, ZT15,
ZT19 e ZT23. ApoOs cada coleta, os mosquitos foram congelados em nitrogénio
liquido e preservados em freezer -80°C para posterior disseccdo dos ovarios em

pools de 10 pares.

4.1.5.2 Extragao e quantificagdo do RNA

A extracdo do RNA total dos pools de 10 pares de ovarios foi realizada pelo
método de TRIzol (Life Technologies) de acordo com o protocolo do fabricante e o
RNA obtido foi posteriormente purificado através de precipitagao por cloreto de litio
2,5M, conforme previamente estabelecido por Gentile e colaboradores’.

A massa de RNA total extraido foi quantificada utilizando o kit Qubit RNA High
Sensivity (Invitrogen) segundo o protocolo do fabricante no Qubit® 3.0 Fluorometer
(Invitrogen), utilizando-se uma aliquota de 5puL de amostra de RNA total por
amostra. As amostras tiveram suas concentracdes de RNA uniformizadas e diluidas
para 15 ng/uL.

4.1.5.3 Deteccao molecular de ZIKV

Para detecgcdo de ZIKV em ovarios de fémeas infectadas, foram realizados
ensaios de RT-gPCR em colaboragdo com a Dra. Priscila Conrado do Laborat6rio de
Imunologia Viral. Foi utilizado o kit SuperScript Il Platinum one-step qRT-PCR

(Invitrogen) segundo protocolo do fabricante, juntamente com os oligonucleotideos
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ZIKV 1086 — 5CCGCTGCCCAACACAAG3’ (posigcao gendmica 1086 —1102), ZIKV
1162c — 5 CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT’ (posicdo genbmica 1162-1139) e
sonda ZIKV 1107 - FAM 5AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAAY
(posigdo gendmica 1107-1137), descritos por Lanciotti e colaboradores em 20087,
Na tabela 1 se encontra a composi¢cao da reacao utilizada. Para cada experimento, o
numero de coépias de RNA viral foi calculado por quantificacdo absoluta, utilizando
curva padrdo de ZIKV®® amplificadas no termociclador StepOne™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems). As amostras foram submetidas as seguintes
condigdes de termociclagem: 50°C por 15 minutos, 95°C por 2 minutos, seguidos de

40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 60 segundos.

Tabela 1 - Reagentes utilizados na RT-gPCR: concentragdo e volume final dos
componentes do mix de reacéo para cada poco.

Reagentes Volume
Reaction Mix 2X 12,50 uL
MgSO4 (50 mM) 1,00 uL
ZIKV 1086 (10uM) 1,00 pL
ZIKV 1162c (10uM) 1,00 pL
ZIKV 1107 (5pM) 0,50 pL
H20 Nuclease Free 3,50 uL
SuperScript™ Ill RT/Platinum™ Taq Mix 0,50 pL
RNA (15ng/pL) 5,00 pL
Total 25,0 L

4.1.5.4 Sintese de cDNA para amplificagdo dos genes de relégio

A sintese de cDNA foi realizada com os reagentes TagMan Reverse
Transcription (Thermo Fischer) nas concentragdes da tabela 2 a seguir, de acordo
com o protocolo de Gentile e colaboradores’?. A transcricdo reversa ocorreu nas
condi¢des: 25°C por 10 minutos, 48°C por 1 hora e 95°C por 5 minutos no

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

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

Apos a sintese, 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 conversdao de RNA para cDNA e padronizacdo da
quantidade de DNA complementar a ser utilizado no PCR tempo real. As amostras
foram todas diluidas para a concentragdo de 1ng/uL. A diluigdo possibilitou gerar
cDNA de uma mesma amostra suficiente para reacdes 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
expressao dos genes de relogio tim, vri, cry2, per e rp49 em ovarios de fémeas de
Aedes aegypti infectadas ou ndo com ZIKV (Tabela 3). Utilizou-se o kit GoTaq gPCR
Master Mix (Promega) e oligonucleotideos descritos por Gentile e colaboradores
(2009) em termociclador StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

O mix de reagéao esta listado na tabela 4.

Tabela 3 - Genes e primers usados para analise quantitativa dos genes de relégio em
ovarios de fémeas de Ae. aegypti. Na tabela constam os genes, e nomes e sequéncias dos
pares de primers correspondente a cada gene (forward em cima e reverse embaixo).

Gene Nome Sequéncia (5'------- 3’)
rp49 5aeexpRP GCTATGACAAGCTTGCCCCCA
3aeaquaRP1b TCATCAGCACCTCCAGCTC
tim 5aegytim7 ATCGAACAACTTTGGGAGC
3aeexptim3 CGATCCCGTAAAACCTGTATG
vri 5aevri1 AACGGTTCGCCAATTAACGG
3aeexpvri AGCAAGGCACTGTGTGCAGG
cry2 5aeexpcry2 ACTTGCCGGTGCTGAAGAACT
3aecry2 CGATGATACACTTGGCCGTGCG
per 5aeexpper3 CGTTGAAAAGTCTCAATCAACCT
3aegyper3 GCTGAGTGAAAGCTTCGCCG
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Tabela 4 - Reagentes utilizados nas reagdes de qPCR: concentragdo e volume final dos
componentes do mix de reacéo para cada amostra.

Reagentes Volume
GoTag® gPCR Master Mix 2X 7,5 uL
Oligo 5’ (10 pM) 0,75 uL
Oligo 3’ (10 pM) 0,75 uL
CXR Reference Dye (30uM) 0,15 yL
H20 Nuclease Free 1,85 uL
cDNA (1ng/pL) 4 uL
Total 15 uL

Para a amplificagdo de cada gene, foram realizadas trés réplicas técnicas de
cada amostra de cDNA. As mesmas foram submetidas as condicbes de
termociclagem: 95°C por 6 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos,
60°C por 60 segundos e uma curva de dissociagao (Melting curve) 95°C por 15
segundos, 60°C por 60 segundos. Apds a amplificagdo, seguiu-se a curva de
dissociagao, utilizada para analisar a presenca de contaminantes ou formacéo de
dimeros.

Os valores de Ct das trés réplicas de cada cDNA e gene foram transformados
em valores médios. Os outliers (réplicas que apresentavam valores muito diferentes
dos valores criticos de Grubbs), foram excluidas da andlise®®. O método utilizado
para a quantificagéo foi o “Método do Cr Comparativo”'%%19'_ O gene rp49 foi usado

como normalizador endégeno’®?.

4.1.6 Analise estatistica

Para analise estatistica dos dados de express&o génica, foi utilizado o teste
ANOVA (One Way) para comparagao dos pontos de coleta (ZTs) entre si e entre
infectados e controles, onde foram considerados significativos valores de p<0,05,
com auxilio do programa GraphPad Prism versao 5 (GraphPad Software, San Diego,
Califérnia, EUA).
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4.2 Resultados

4.2.1 Presenca de ZIKV nos ovarios de fémeas de Aedes aegypti

Atraves do RT-qPCR, a carga viral de ZIKV foi detectada em ovarios de
fémeas infectadas, utilizando como base uma curva padrdo pré-estabelecida no
Laboratorio de Imunologia Viral onde as cargas virais de ZIKV variaram de 3,39 x
10" copias de RNA/mL na menor detecgdo até 3,15 x 10° copias de RNA/mL. O
resultado obtido nessa quantificagao revelou que todas as amostras infectadas, dos
trés experimentos independentes, foram positivas para o ZIKV e, portanto, aptas
para serem utilizadas para analises de expressdo génica em comparagdo a
condigcéo nao-infectada (Quadro 1).

Quadro 1 — Quantificagao de ZIKV em ovarios de fémeas coletadas ao longo de 24
horas 7 dias pos alimentagao infectiva. Na nomenclatura das amostras, os prefixos CT
significam amostras controles, ou seja, fémeas alimentadas com repasto sanguineo nao
infeccioso; ND significa amostras com resultado indeterminado; C.P significa amostras que
compuseram a curva padrdo. Na primeira linha Ct significa cycle threshold.

Quantidade Média

Amostras Ct Ct Médio | Quantidade (copias 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 ND
10.11.16
CT de todos os ZTs ND
10.11.16
CT de todos os ZTs ND
01.02.17
CT de todos os ZTs ND
01.02.17
C.P ZIKV 10° 13,70 13,53 100000
C.P ZIKV 10° 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 107 24,52 24,21 100
C.P ZIKV 107 23,90 100
C.P ZIKV 10" 26,83 26,89 10
C.P ZIKV 10" 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 ND
19.11.19
CT do ZT 3,7,11,15 ND
19.11.19

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

CTZT 23 19.11.19 ND
CTZT 23 19.11.19 ND
CTZT 23 19.11.19 ND
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C.P ZIKV 10* ND 11400

C.P ZIKV 10* ND 11400
C.P ZIKV 10° 27,14 26,77 1140
C.P ZIKV 10° 26,39 1140
C.P ZIKV 10? 30,61 30,02 114
C.P ZIKV 10? 29,42 114
C.P ZIKV 10! 35,42 34,35 11,40
C.P ZIKV 10! 33,28 11,40
C.P ZIKV 10° 36,53 36,94 1,14
C.P ZIKV 10° 37,34 1,14

4.2.2 Perfil de expressao dos genes de relégio em ovarios

Para avaliarmos se o ZIKV afeta a expressdo dos genes de relogio em
ovarios, 0 que poderia interferir consequentemente com o ritmo de oviposigao,
investigamos a expressao dos genes de reldgio nesse tecido em fémeas submetidas
a regimes de claro/escuro.

Os genes de relégio escolhidos para as analises moleculares foram timeless,
vrille, cryptochrome?2 e period. Dos quatro genes analisados, tim, vri e cry2 foram
arritmicos em ovarios infectados (Tabela 5) e controles (Tabela 6), isto €, nao
apresentaram expresséao ciclica. O gene period, aparenta ser um gene ciclico, com
perfil bimodal apresentando tanto para controle quanto para infectado dois picos de
expressao, 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 - Expressao dos genes timeless, vrille, cryptochrome2 e period em ovarios
de Aedes aegypti infectadas e nao infectadas pelo ZIKV em regime LD 12:12. Os
graficos mostram os valores de abundancia relativa da expressdo génica baseados na
média entre trés 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
abundancia relativa de RNA mensageiro, barra branca representa a fase clara do regime
claro/escuro e a barra preta a fase escura. O ZT3 indica trés horas apds o acender das
luzes e 0 ZT15 trés hora apds o apagar das luzes. As barras verticais representam o erro
padrao. A analise de dados foi realizada utilizando o teste paramétrico ANOVA One Way.

Tabela 5 — Efeito da infecgao pelo ZIKV na expressao diaria dos genes de relégio em
ovarios de Ae. aegypti em regime LD12:12, realizada através da analise de variancia
(ANOVA One-way).

Gene F P
tim Fs,18 0.4711 (NS)
vri Fs,18 0.4804 (NS)
cry2 Fs1s 0.7122 (NS)

NS=Nao significativo (arritmico).

Tabela 6 - Expresséao diaria dos genes de reldgio em ovarios de Ae. aegypti nao infectadas
(controles) em regime LD12:12, realizada através da analise de variancia (ANOVA One-
way).

Gene F P
tim Fs,18 0.9174 (NS)
vri Fs,1s 0.5035 (NS)
cry2 Fs,1s 0.6546 (NS)

NS=Nao significativo (arritmico).
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5 DISCUSSAO

Envolvido na transmissdo de diversos arbovirus, entre elas o virus Zika, o
Aedes aegypti € um vetor de grande importadncia médica. Recentemente, tem sido
abordados na literatura estudos com énfase no comportamento, na fisiologia e na
interagdo patogeno-vetor, constituindo importantes areas da entomologia médica a
serem aprofundadas, uma vez que esse vetor quando infectado por arbovirus, seu
comportamento e fisiologia sdo alterados de maneira geral’#1%382 Nesse sentido, o
conhecimento de caracteristicas especificas da biologia do mosquito como:
comportamento de ovoposicdo, quantidade de ovos que a fémea infectada pode
colocar ao longo da vida e a viabilidade desses ovos, (ou seja, quantos ovos
chegam a eclodir em larvas) entre outras caracteristicas, podem auxiliar no
conhecimento direcionado ao combate do vetor e, consequentemente, as doencas
veiculadas pelo mesmo.

Em 2011, Maciel-de-Freitas e colaboradores'®™ descreveram que, ao
infectarem fémeas 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, fémeas infectadas com o DENV-2 apresentavam menor longevidade.

O efeito da infecgdo por arbovirus na fisiologia do mosquito Ae. aegypti
também pode ser visto quando mosquitos s&o infectados com CHIKV. O trabalho de
Sirisena e colaboradores em 2018°" descreve o mesmo fendmeno: fémeas
alimentadas de sangue infectado com CHIKV colocavam menos ovos do que
fémeas alimentadas com sangue ndo infectado. Diferentemente, aqui observamos
que a infecgdo por CHIKV nao alterou a quantidade de ovos postos, mas que, no
entanto, CHIKV afetou a sua viabilidade dos ovos, uma vez que as fémeas
infectadas colocaram menos ovos viaveis do que fémeas controle. Quando
correlacionamos esses dois parametros (quantidade de ovos e viabilidade) com a
idade das fémeas, notamos que a correlacao é perdida em fémeas mais velhas. Ou
seja, notamos que um alto numero de ovos n&o correspondia a um alto numero de
larvas viaveis, sendo os ovos de fémeas mais velhas menos viaveis no grupo
infectado%.

Com a introdugdo do virus Zika no Brasil, diversos grupos buscaram
compreender os efeitos desse virus no comportamento e fisiologia de Ae. aegypti.
Em 2018, Petersen e colaboradores® buscaram entender o impacto da cepa viral
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Zika PE243/2015 na idade da fémea, na quantidade de sangue ingerido por fémeas
previamente infectadas e na producdo de ovos em mosquitos de campo oriundos da
cidade do Rio de Janeiro. Foi observado que a infecgao por ZIKV, bem como a idade
mais avangada das fémeas no momento de alimentagdo sanguinea, resultaram em
fémeas colocarem menos ovos e sobreviverem por menos tempo.

No mesmo ano, nosso grupo investigou os efeitos da infecgdo pela mesma
cepa viral na fecundidade e fertilidade em fémeas de Ae. aegypti, em linhagem de
laboratério e de campo (Urca), em diferentes ciclos gonotréficos®2. Em nossas as
analises, os resultados ndo evidenciaram diferengcas significativas tanto na
quantidade de ovos (fecundidade) quanto na viabilidade dos ovos (fertilidade), no
segundo e terceiro ciclos gonotroficos, contrapondo com os achados de Petersen e
colaboradores em 2018%. Apesar de nio significativo, em todos os casos, os
resultados de fémeas avaliadas conjuntamente apontavam uma tendéncia de menor
fecundidade em fémeas infectadas (tanto de linhagem de laboratério quanto de
campo)?’. Silveira e colaboradores’®, em um estudo com diferentes populagdes 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 sobrevivéncia e a
fecundidade de fémeas infectadas em laboratorio. Em relagdo a sobrevivéncia, a
alimentagdo infectiva reduziu a longevidade, com cada populagdo exibindo
diferenciadas taxas de sobrevivéncia e carga viral no corpo e na cabega. No entanto,
a infeccdo com ZIKV nao rendeu efeito significativo em relagdo a fecundidade,
corroborando nossos achados.

Essa tendéncia de menor fecundidade nos levou a testar no presente estudo,
de maneira mais robusta e detalhada, o mesmo evento em fémeas individualizadas,
permitindo adicionalmente a analise de outros parametros como a sucesso de
ovoposicdo, numero de fémeas nulas e averiguagdo de correlagdo entre
fecundidade e fertilidade.

Nossos achados atuais corroboraram nosso primeiro estudo, onde a infecgao
por ZIKV nado alterou significativamente a fecundidade e fertilidade de ovos.
Entretanto, ao analisar o sucesso de ovoposi¢ao, fémeas infectadas mostraram-se
menos eficientes (menos fémeas colocaram ovos) no segundo ciclo gonotrofico,
apresentando uma diminuigdo de quase metade na porcentagem de eficiéncia.
Neste estudo, consideramos as fémeas infectadas como eficientes, aquelas que
ovipuseram um valor igual ou maior que a mediana do controle ndo infectado,

diferentemente de Petersen e colaboradores®?, que consideraram fémeas 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 fémea que consegue perpetuar
a espécie, visto que ao avaliarmos a correlagdo da fecundidade com a fertilidade de
ovos, verificamos que quanto menos ovos as fémeas colocam maior é a tendéncia
dos ovos serem inviaveis. Vale ressaltar que essa correlagdo foi mantida
independentemente da idade e da fémea (Figura 3 B e B’ do Capitulo 1, pagina 29
do artigo).

Ao investigarmos a ocorréncia de fémeas nulas (que n&do colocam nenhum
ovo), apesar de nao significativo, percebemos um aumento de 2.1% para 6.8%,
diretamente proporcional a idade (o numero de nulas aumentou quanto mais velhas
eram as fémeas). Apesar de sugerir que a infecgdo por ZIKV tenha aumentado a
infertilidade em fémeas mais velhas, a taxa de eclosdo de larvas desses ovos n&o foi
significativamente diferente do controle.

A segunda parte dessa dissertagdo consistiu em uma analise do efeito da
infeccdo de fémeas de Ae. aegypti pelo ZIKV no reldgio circadiano periférico destas
fémeas. Avaliamos o efeito da infecgdo nos ovarios em nivel molecular ao longo de
24 horas. Os ritmos circadianos regulam diferentes comportamentos de insetos
vetores que estdo ligados a aspectos importantes da capacidade vetorial como a
oviposicdo, reprodugdo e hematofagia%6197 que interferem na dindmica da
transmissao de patdgenos para os seres humanos. Resolvemos investigar se os
genes de reldégio, que controlam os ritmos de oviposigao, seriam afetados quando
infectados pelo virus Zika.

Os genes do relégio central sdo essenciais para os ritmos comportamentais,
mas a fungcdo e o perfil de expressdao desses genes em reldgios periféricos
especificos ndo sdo bem compreendidos. O pouco que se sabe € como esses genes
sdo modulados no reldgio periférico geral, sem informagdes muito precisas de como
ele funciona em determinados 6rgados, como 0s ovarios ou corpos gordurosos, por
exemplo. No geral, varios O6rgéos periféricos especificos, aparentam ter o
mecanismo e componentes moleculares parecidos ao relégio central'®11° No
entanto, ja foi observado que estes relogios apresentam fungdes especificas do
tecido em que estéo localizados e com um certo grau de autonomia. Por exemplo, o
relogio do sistema reprodutor masculino de D. melanogaster regula a liberagéo e a
maturagdo de esperma'’'’. Um outro exemplo se da no ovario de D. melanogaster,
em que osciladores periféricos, e ndo o relégio central, estariam envolvidos na

regulagdo da ovogénese''".
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Em insetos vetores, Meireles-Filho e colaboradores''? observaram a
expressao de period, timeless, Clock e cycle no corpo de fémeas de flebotomineos,
com o mesmo padrdo de ciclagem e amplitude para Clock na cabega. Ja para
timeless, os picos de expressdo na cabeca e no corpo estavam em fase oposta e
para period e cycle a expressdo estava constitutiva no corpo das fémeas 78112,

O perfil de expressao dos genes de reldgio no mosquito Ae. aegypti foi
descrito por Gentile e colaboradores em 200972, em cabeca de fémeas virgens. Os
genes period e timeless tém seu pico de expressao na fase escura e os genes Clock
e cycle em fase clara. Os genes vrille e Pdp1 apresentam seus picos de expressao
em fases distintas. Além de descrever esses genes no reldgio central, Gentile
(2007)"'3 descreveu o perfil de expressdo dos genes period, timeless, cycle e Clock
no corpo de fémeas de Ae. aegypti. Observou que todos, exceto por period,
apresentavam-se arritmicos e que o pico de expressao de period era na fase escura,
semelhante ao encontrado nas cabecas das fémeas.

Estudos como de Gentile e colaboradores’™ observaram a expressédo dos
genes de relégio em corpos de fémeas de Ae. aegypti virgem/ndo alimentada,
inseminada/ndo alimentada, virgem/alimentada e inseminada/alimentada, de onde
se concluiu que a alimentag&o sanguinea era suficiente e significante para impactar
na diminuigdo da expressdo dos genes per, tim, cyc e Clock no corpo. A
hematofagia € uma caracteristica importante do comportamento, visto que é o
mecanismo principal que propicia que patdégenos sejam transmitidos para
humanos''4. Escassos s&do os estudos sobre o impacto da alimentagdo sanguinea
no padrao de expresséo génica de insetos vetores.

Os resultados sobre a expressao dos genes de reldgio em corpos de fémeas
de flebotomineos foram muito diferentes daqueles vistos no corpo das fémeas de
Ae. aegypti. O corpo engloba varios tipos de tecidos como ovario, intestino, corpo
gorduroso, no qual os genes de relégio podem ser expressos com perfis
particulares, mas que, na média, podem subestimar a expressao diferenciada de
determinados genes num tecido especifico.

Avaliamos se a infeccdo pelo ZIKV poderia chegar aos ovarios, alterando o
perfil de expressdo de genes do reldgio circadiano que estdo envolvidos nos
processos de ovogénese e embriogénese em outras espécies de dipteros, além de
entendermos melhor a interacdo entre o reldégio e a infeccdo por patdgenos.
Escolhemos avaliar a expressédo dos genes timeless, vrille, cryptochrome?2 e period.

Em ovarios de D. melanogaster, timeless € um gene expresso de forma constante,
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Ou seja, nao cicla e sua proteina ndo é degradada pela luz, como ocorre no reldgio
central desta mosca. No mesmo trabalho que descreveu estas caracteristicas de tim
nos ovarios, foi observado que per e tim atuam no processo de ovogénese e que 0s
mutantes desses genes produzem menos ovocitos maduros e podem estar
envolvidos nas etapas iniciais do desenvolvimento folicular®®. Ja o gene vrille, além
de sua fungéo no reldgio central®®, tem também fungdo materno-dominante no tecido
reprodutivo, atuando no desenvolvimento embrionario®®. Finalmente, decidimos
estudar a expressao de cry2 nos ovarios porque € um gene que néo esta presente
em Drosophila mas esta presente em outros dipteros, como culicineos e anofelinos,
além de insetos de outras ordens, como Lepddptera’.

Nossos resultados mostraram que, assim como na cabega e no corpo de Ae.
aegypti, period em ovarios de fémeas controle e infectadas com ZIKV aparentou ser
ritmico. Contudo, em ovarios, period aparentou apresentar um padrdo bimodal com
um pico de expressao durante a fase clara no ZT11 e outro pico de menor amplitude
durante a fase escura, no ZT19. Na cabeca e no corpo de mosquitos esse pico de
expressdo ocorre somente por volta do ZT17 e ZT21 respectivamente, ou seja,
somente durante a fase escura de um ciclo claro/escuro’®72. Os genes vrille,
timeless e cry2 diferentemente do que € observado no reldégio central é arritmico em
ovarios. A arritmicidade de timeless foi igualmente notada no corpo de fémeas de
Ae. aegypti virgens'"3,

Beaver e colaboradores®® ao analisarem a expresséo de per e tim em ovarios
de D. melanogaster, observaram que esses genes eram arritmicos e que a
expressédo de PER e TIM em células do foliculo ovariano é regulada diferentemente
do que no marca-passo central. A expressao de per e tim nos ovarios sugere que
esses genes podem ter fungbes relacionadas a reproducdo. Para testar isso,
copularam fémeas com per (per®!) e tim (tim°') sem fungdo com machos selvagens.
As fémeas com essas mutagdes, geraram significativamente menos descendentes
devido a menores taxas de maturagdo dos ovos, ou seja, sdo 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 ovogénese.

Nos ovarios de mosquito, independente dos genes analisados apresentarem
perfis ritmicos ou arritmicos, a alimentagcdo infectiva pareceu nao impactar
diretamente o reldgio periférico de fémeas de Ae. aegypti. Essa observagao junto
com os resultados fisiologicos, onde a infecgdo por ZIKV nao alterou a fecundidade
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e fertilidade de ovos, pode nos indicar que os genes de reldégio n&o parecem estar
sendo modulados pela infecgéo pelo ZIKV.
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6 CONCLUSAO

e O virus Zika nado afeta diretamente a taxa de fecundidade e nem de
fertilidade das fémeas de Ae. aegypiti.

e A infeccdo por ZIKV aumenta o numero de fémeas nulas de Ae.
aegypti a medida que ficam mais velhas.

e Em Ae. aegypti existe uma correlagdo positiva e significativa entre
eficiéncia de oviposicdo de fémeas e viabilidade dos ovos,
independente da infecgao pelo ZIKV.

e Os genes timeless, vrille e cryptochrome?2, apresentaram um perfil de
expressdo arritmico em ovarios de Ae. aegypti infectadas e nao
infectadas por ZIKV, em regime LD 12:12.

e A analise preliminar da expresséo de period em ovarios de fémeas de
Ae. aegypti mostra expressao bimodal, independente da infecgao pelo
ZIKV.
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7 PERSPECTIVA

e Analisar os niveis de expressao dos genes tim, vrille, cry2 e per de
maneira comparativa entre controle e infectado com ZIKV no 1° ciclo
gonotrofico;

o Estabelecer o perfil de expressdo destes genes em ovario de Ae.
aegypti no 2° ciclo gonotrofico infectadas e néo infectadas pelo ZIKV
em regime de claro e escuro (LD) a 25°C.

o Estabelecer o perfil de expressdo dos outros genes de reldgio em
ovario de Ae. aegypti infectadas e n&o infectadas pelo ZIKV nos 1° e 2°

ciclos gonotroficos em regime de claro e escuro (LD) a 25°C.
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