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isso ja fosse motivo de sobra. Mas ¢ por muito mais. Nao tem uma vez que alguém ou o
laboratorio como um todo precise de alguma coisa e que voc€ ndo faca tudo o que pode para
ajudar. Se metade das pessoas tivessem esse espirito de grupo o mundo seria um lugar melhor
para se viver.

Agradeco também a Denise Dias, outra pessoa tdo dedicada ao trabalho e sempre
animada, por seu exemplo. E preciso talento para equilibrar na vida tantas responsabilidades
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laboratorio e uma pessoa tdo maravilhosa.

Outro a que ndo sei por onde comecar a agradecer ¢ o Robson, nosso querido técnico.
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como o tijolo de concreto que ele trouxe uma vez. E que maravilha que ¢ trabalhar num
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grandes baguncas, como os churrascos na sua casa. Robao, obrigada por tantas coisas!
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por seu temperamento maravilhoso e seu trabalho em geral. Obrigada ao outro novato Ricardo,
vocé tem um astral maravilhoso e em pouco tempo ja se tornou muito querido por todos nos.
Diverti-me de mais te ensinando a fazer extragdo de RNA para os real times ¢ vocé com aquele
protocolo colorido que eu imprimi, sobre uma tampa de isopor, indo atrds de mim e copiando
cada palavra... que figura! O Alex s6 poderia atrair para perto de si alguém de alto astral e
coracdo muito bom como vocé. Boa sorte e tenho certeza que vai contribuir em muito com o
laboratorio e ajudar o Alex a geri-lo (apesar de vocé também ser homem e... bem, convenhamos,
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porém marcante passagem pelo lab. Tao marcante e fecunda que saiu até gravida! Falando sério,
Pat, vocé ndo saiu do lab, apenas esta trabalhando em outra sala. Na do IBEX. E obrigada
também a Rafaela Bruno, a Rafa, outra totalmente de bem com a vida, e contribuicdo de
altissimo nivel ao grupo de reldgio de mosquito. Rafinha, monte o império das proteinas no lab!
E ainda a Sabrina, “a maior de todas”, minha quase vizinha, cuja personalidade alegre ndao tem
como passar despercebida.

Agora meus agradecimentos a trés pessoas que ja ndo trabalham no laboratério.
Primeiramente, a Wanda, até porque ela ndo conta como alguém que realmente saiu do
laboratorio. Nao tem uma confraternizagdo que ela nao esteja. Cheia de estorias para contar.
Esta ai alguém que fala mais que eu! Wandinha, (ou Bandinha, como diz a Saori), vocé€ virou
parte da familia do lab. Nunca se afaste da gente! Em segundo a Marcelle Bottechia.
Convivemos muito pouco no laboratério, mas Marcelle ¢ dessas pessoas que ndo esquecem 0s
amigos e sempre passa para dar um alo. Até na Inglaterra ela foi me visitar! Obrigada Marcelle,
vocé tem um coracao de ouro e um bom humor contagiante. O terceiro a agradecer ¢ Felipe
Gomes, o Gogo. Esse se afastou mais desde que saiu do grupo ha algum tempo, mas ndo posso
deixar de fazer um agradecimento bem especifico: obrigada pela idéia das forminhas de
brigadeiro! Poucas pessoas sabem do que estou falando, e menos ainda tem a mais vaga nogao
de como a sua idéia tornou mais facil minha tarefa de preparar os mosquitos para os
experimentos. Felipe, esse tipo de companheirismo em tentar ajudar e dar idéias construtivas ¢
que tornam um grupo forte.

Preciso agradecer de forma muito especial a trés pessoas muito queridas. Parte da
populacao flutuante, permeiam entre o laboratorio da Denise Valle e do Alex. Comego por
Gustavo Resende, o Tatu, e Ademir. Nunca vou me esquecer aquele curso que fizemos juntos no
Recife, no Aggeu Magalhaes, quando tive a oportunidade de me aproximar de vocés. Nos os
chamavamos de “os Robbits”, lembram? Foi tdo legal... Ademir, vocé ¢ uma das pessoas mais
“sem nog¢do” que eu conhego, mas ¢ uma criaturinha adoravel. As coisas mais engragadas eu
nem posso comentar aqui de tdo absurdas. Muito obrigada por me fazer rir tantas vezes, pelo
carinho, pela amizade, pela dedicagdo. Tatu, também nos tornamos grandes amigos, ndo ¢
mesmo? Desde o curso do Aggeu Magalhaes ja fizemos muitas coisas juntos, desde os shows da
sua banda, inclusive aquele no meu aniversario, até desfile na Sapucai. E isso sem falar nas
empreitadas no laboratério, que recentemente incluiram sua iniciagdo no “estranho mundo do
real time PCR”, comegando logo com o pé direito (ou ndo) me acompanhando em uma bela
virada de 24 horas de experimento com direito a varias zebras na sua curva padrdo. E isso ai,
esse ¢ o caminho! Se fosse facil ndo teria graga. E ainda, agradeco a minha queridissima amiga

Jutta! Admiro tanto sua energia, alegria de viver, disposicdo, dogura, competéncia,



conhecimento... tantas coisas! Vocé ¢ uma grande companheira de trabalho, de saidas a noite, de
caminhadas, jantares, festas... vocé ¢ um exemplo em tantos sentidos! Obrigada por ser uma
pessoa tdo maravilhosa e enriquecedora.

Saindo dos muros do laboratorio, meus agradecimentos espalham-se primeiro a nosso
laboratorio-irmao, o LAFICAVE. Definitivametne essa tese ndo teria acontecido se nao fosse
pelo dedicado trabalho de Denise Valle, Bento e sua equipe naquele laboratorio. Obrigada a pela
impressionante competéncia em manter tantas colonias de mosquitos no laboratoério, dentre as
quais as duas com as quais minha tese foi desenvolvida. Denise, em especial quero expressar
minha admiragdo por administrar tantas coisas no seu laboratorio, dentre colonias de insetos,
varais pesquisas interessantes e obras... muitas obras... € os militares... muitos militares... e tudo
funciona incrivelmente bem. Sem falar no mega-super-evento Arthromint! Eu ndo sei se sou
parecida com vocé em tantas coisas apenas pelo temperamento natural geneticametne
programado ou pela admira¢do que tenho por vocé.

Outro laboratério fundamental no desenvolvimento de minha tese foi o da Dra.
Constanga Britto. O apoio irrestrito aos meus experimentos com o qual pude contar em seu
laboratorio foi decisivo para que essa tese chegasse até onde chegou. Afinal, se eu ndo pudesse
ter acesso, por exemplo, a uma chave do seu laboratério, como poderia virar noites ¢ noites
fazendo PCR em tempo real? E se nao fosse por isso, meus resultados seriam bem menos
interessantes. Um agradecimento especial a Angélica, técnica responsavel pela manutencao do
equipamento, sempre tdo dedicada, mantinha tudo funcionando na mais perfeita ordem. Além do
lado profissional, agradeco a Constancga e sua equipe pela amizade e carinho. Como isso faz
diferenca e torna a vida e o trabalho melhores. Em especial a Constanca, Angélica e Daniela,
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Agradeco ao Laboratorio de Wim Degrave e sua equipe, em especial a Leila Mendoga
Lima, Thomas Otto, Erico. Essa equipe altamente competente ¢ responsavel pela Plataforma
Genomica - Seqiienciamento de DNA / PDTIS-FIOCRUZ. Apesar de eu ter feito a maior parte
do seqilienciamento genético de minha tese no antigo seqiienciador do departamento, tive o
prazer de contar com os servicos deste grupo no final de minhas pesquisas. A Thomas Otto
agradeco por muito mais, pois tornou-se um grande amigo, além desse alemao saber muito mais
sobre o Rio de Janeiro do que eu e me ajudar inumeras vezes a chegar a lugares onde nem com
auxilio de mapas eu chegaria. Thomas, obrigada também por me salvar nos momentos de crise
em minhas analises dos bancos de genomas, em que eu estava a ponto de jogar o computador
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Agradeco a Leila mais uma vez por ser a diretora do departamento, dedicada e altamente
comprometida com seu trabalho, sempre disposta e ativamente buscando a melhora das
condicdes gerais e administrativas do departamento para proporcionar um melhor ambiente de
trabalho para todos nds. Agradeco também ao diretor anterior, Ricardo Galler. Apesar de ser um
pesquisador tdo ocupado nunca deixou de me receber com uma conversa agradavel e
incentivadora. Nunca vou me esquecer do apoio que me deu para eu fazer meu doutorado
sanduiche na Inglaterra, no grupo do Prof. Andréa Crisanti, o que mudou minha vida em muitos
sentidos.

Agora que mencionei, chegou a vez de agradecer ao Prof. Andréa Crisanti, por ter me
aceito em seu laboratorio no meu doutorado sanduiche. Agradeco a ele e a sua equipe toda pela
oportunidade e por tudo que aprendi. Desde Lucy, sua secretaria, que tanto me ajudou e ajuda
até hoje com qualquer coisa que eu precise, passando por seus Pds-Docs, Walter, Tania e
Flaminia, pelos técnicos que tanto me ajudaram, Kate, Sara, Gianmaria, Lieta, ¢ ainda os alunos
de doutorado com os quais convivi por tantos meses, Francesca, Cassi, Christina, Jason, Kalle,
Qiu, Elena, Giorgio, Philippos. Em especial Kate e Christina, que me acompanharam na
bancada em ensinado as técnicas que eu precisava aprender. Mas... falta uma pessoa... Julian!!!
O mais produtivo de todos os meus resultados ao longo da tese, Julian era o aluno de doutorado
que sentava ao meu lado nas mesas dos estudantes e que em um meés e meio depois de eu chegar
a Inglaterra, tornou-se meu namorado. Sem duvida foi o mais feliz dos acontecimentos em
minha experiéncia do doutorado. Julian, thank you so much for being such an outstanding
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“Animais e plantas que compartilham um mesmo nicho ecoldgico
precisam coordenar seus ritmos bioldgicos; ¢ preciso haver uma
hora para cagar, uma hora para comer, uma hora para beber, uma
hora para copular e uma hora para construir coisas.”

(J. T. Fraser, 1987)

“O corpo nao passa de um relégio”
(Julien Offray de La Mettrie, filosofo do inicio do Iluminismo)
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(DIPTERA: CULICIDAE)

RESUMO
TESE DE DOUTORADO
Carla Gentile

Relogios bioldgicos sdo mecanismos enddgenos de marcar a passagem do tempo e
podem ser encontrados em animais, plantas, fungos e até organismos unicelulares. No modelo

Drosophila, o mecanismo molecular que controla os ritmos circadianos (~24 horas) funciona
através de algas de retroalimentacao negativa envolvendo alguns genes, sendo os principais:
period, timeless, cycle e Clock. Os homodlogos destes genes ja foram encontrados em varias
espécies de animais, apontando para uma origem ancestral comum. Mosquitos sdo vetores de
diversos agentes causadores de doencas a humanos e animais, mas apesar da sua importancia
epidemioldgica pouco se conhece sobre os mecanismos moleculares que controlam os ritmos de
atividade e hematofagia neste grupo de insetos. O presente trabalho objetivou o estudo do
relogio biologico circadiano em mosquitos, usando como modelos a espécie diurna Aedes
aegypti e a noturna Culex quinquefasciatus. Os estudos moleculares foram sempre
acompanhados de experimentos de monitoramento da atividade/repouso dos insetos. A primeira
etapa da pesquisa compreendeu a obtencao em Ae. aegypti da seqiiéncia codificante integral do
gene homologo a timeless de Drosophila melanogaster ¢ o estudo comparativo da seqiiéncia do
mesmo entre as duas espécies. Os resultados apontaram para uma alta similaridade em regides
de timeless conhecidas como importantes em Drosophila para manutencao do reldgio bioldgico,
sugerindo conservagdo de sua fungdo nos mosquitos. A segunda etapa da pesquisa envolveu a
determinagdo do padrio de expressdo circadiana de period, timeless, cycle e Clock em
mosquitos. Apds estudos preliminares sobre a expressdo de timeless e cycle em machos de
Aedes aegypti, foram obtidas as curvas de expressdo circadiana de period, timeless, cycle e
Clock na cabeca de fémeas de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus. Os resultados sugerem que o
relogio central funcione de forma muito semelhante nas duas espécies. Analise da expressao
desses genes nos corpos decapitados das fémeas de Ae. aegypti, entretanto, aponta para padroes
diferentes de expressdao em relacdo a cabeca. Foi analisado também o efeito da inseminacdo e da
hematofagia na expressdo dos genes de relogio em Ae. aegypti. Apesar de dados da literatura
mostrarem que a inseminagao ¢ a alimentacdo com sangue (ap6s inseminagao), causam alteragao
no comportamento das fémeas de mosquito, apenas a hematofagia parece exercer alteracao
significativa na expressao dos genes de relogio. Finalizando, foi efetuado o silenciamento de
timeless em Ae. aegypti por técnica de RNA de interferéncia, através da injecao de RNA dupla-
fita de timeless no térax de fémeas adultas. O silenciamento da expressdo foi detectado tanto na
cabeca quanto no corpo das fémeas no quarto dia apds a injecdo do RNA dupla-fita, mesmo dia
em que foi detectada alteragdo no padrao de comportamento. Esse resultado confirma o papel de
timeless no controle da atividade em mosquitos.
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RESUMO
TESE DE DOUTORADO
Carla Gentile

Biological clocks are endogenous time keeping systems that can be found in animals,

plants, fungi and even unicellular organisms. In the Drosophila model, the molecular
mechanism that controls the circadian rhythm (~24 hours) works through negative feedback
loops composed of a number of genes, among which the principal genes are: period, timeless,
cycle and Clock. The homologues of these genes have been found in many animal species and
their comparison points to a common ancestral origin. Mosquitoes are vectors of several
organisms and viruses that cause diseases in humans and other animals, however despite their
epidemiological relevance not much is known about the molecular mechanisms controlling their
activity rhythms and bloodfeeding behaviour. The purpose of the present work was to
investigate the molecular regulation of the biological clock in mosquitoes, using as models the
diurnal species Aedes aegypti and the nocturnal species Culex quinquefasciatus. Analysis of the
mosquitoes’ activity/rest behaviour was performed in parallel to the molecular studies. The first
stage of this research was to obtain, in Aedes aegypti, the full coding sequence of the gene
homologue to the timeless gene of Drosophila melanogaster and to perform comparative
analysis between them. The results showed high similarities between the timeless gene of the
two species, mainly in regions known, in Drosophila, to have a crucial involvement in the
operation of the biological clock, thus suggesting function conservation of the gene in
mosquitoes. The second stage of the research involved the determination of the patterns of
expression of the clock genes period, timeless, cycle and Clock in mosquitoes. After preliminary
studies of male Ae. aegypti, in which the temporal pattern of the expression of timeless and cycle
was determined, the circadian expression of period, timeless, cycle and Clock was characterised
in the heads of females of the species Ae. aegypti and Cx. quinquefasciatus. The results suggest
that the central clock works in a very similar way in both species. The expression of the same
four genes in the beheaded bodies of females of Ae. aegypti, however, showed a pattern
different from that of the head. The effects of insemination and blood meal intake upon the
expression of clock genes in de. aegypti were also analysed. In spite of the data in the literature
showing that insemination drives important changes in the behaviour of the female mosquito, in
this study only the intake of blood seemed to cause significant changes in the expression of the
clock genes. To finalize the study of the biological clock in mosquitoes, silencing of the timeless
gene in the head and body of 4e. aegypti mosquitoes was performed using an interference RNA
technique in which the thoraxes of adult females were injected with timeless double-stranded
RNA. Silencing of gene expression was achieved on the fourth day after injection, the same day
in which a significant alteration of the activity pattern of these females was detected. This result
confirms the role of timeless in the control of activity behaviour in mosquitoes.
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1. Introducao

1.1 — Origem e evolucio do Relogio Circadiano

Desde o surgimento da vida na Terra os organismos vivos estdo sujeitos a algumas
pressoes seletivas semelhantes, devido a aspectos ubiquos no nosso planeta. Dentre os mais
obvios estdo aqueles relacionados aos movimentos de translagdo e rotagdo da Terra, como o
ciclo de fases clara e escura que juntas somam um periodo de 24 horas o qual chamamos de
dia''. Sendo assim, as criaturas vivas hoje em nosso planeta evoluiram tendo que coordenar
sua fisiologia e comportamento a um ambiente sujeito a um ciclo de claro e escuro de
exatamente 24 horas de durag¢do. Por esse motivo, podemos identificar, nos mais diversos
grupos de organismos, processos ritmicos com aproximadamente esse periodo, denominados
por Franz Halberg em 1959 de “ritmos circadianos” (do latim circa = cerca e diem = dia)
(Marques e Menna-Barreto 1999; Moore-Ede et al. 1982).

Uma explicagdo para a origem dos ritmos circadianos foi sugerida por Pittendrigh
(Pittendrigh 1993) e ¢ conhecida como hipdtese de “fuga da luz”, tendo sido mais
recentemente defendida em termos moleculares (Gehring e Rosbash 2003). Ela sugere uma
origem dos ritmos circadianos ainda no periodo Pré-cambriano, quando bactérias
fotossintéticas precisariam migrar para a luz para produzir seu alimento, mas também evitar
os horarios mais agressivos do dia em relacdo aos raios ultravioleta, nocivos ao DNA, e muito
intensos na atmosfera da Terra primitiva. Acredita-se que naquela época a duracdo do dia
seria bem mais curta do que nos tempos atuais, mas, interessantemente, ha evidencias em
cianobactérias de capacidade de estabelecer ritmos de divisdo celular em ciclos bem mais
curtos que 24 horas, indicando uma possivel origem ancestral desse mecanismo em condi¢des
de ciclos de luz e escuriddo compativeis com o periodo Pré-cambriano (Costas et al. 1996;
Tauber et al. 2004).

Evidéncias na fisiologia celular também apodiam a hipotese de “fuga da luz”. No ciclo
celular, a fase de maior vulnerabilidade do DNA aos raios ultravioleta ¢ afastada das horas do
dia de maior intensidade destes (Cockell e Rothschild 1999; Edmunds e Laval-Martin 1984;
Nikaido e Johnson 2000; Rothschild e Cockell 1999). O oxigénio também ¢ fator bastante

1 o~ . . ~ P A e 2 . .

Esta defini¢ao de “dia” corresponde ao dia solar, que ndo ¢ o mesmo que o dia sideral ou astrondmico. Este ultimo ¢ medido pelo tempo
que um ponto fixo na Terra leva para assumir a mesma posigdo tendo como referencial uma estrela que ndo o Sol, e sua duragdo ¢ de 23
horas, 56 minutos e 4,1 segundos. Dia solar refere-se ao tempo que um ponto fixo na Terra leva para assumir a mesma posic¢ao tendo o Sol
como referéncia, e ¢ de 24 horas zero minutos e zero segundos, variando na ordem de milisegundos ao longo das estagdes do ano. A
diferenga entre os dois ¢ devido ao fato do Sol estar muito mais proximo da Terra do que as outras estrelas.



agressivo ao DNA e estudos de microarranjos indicam que picos de transcricdo génica
ocorrem na fase redutora da respiracdo, evitando expor o DNA e o RNA a fase oxidativa,
sugerindo mais uma antiga pressdo seletiva para a origem dos ritmos circadianos (Klevecz et
al. 2004).

Estudos sobre a evolucdo dos relogios circadianos também corroboram a teoria de
“fuga da luz”. Estes apontam para uma origem dos ritmos circadianos em cianobactérias no
periodo Pré-cambriano, e sugerem que o primeiro reldgio bioldgico teria sido o proprio ciclo
celular. Com o surgimento de organismos multicelulares, o reldgio circadiano e o ciclo celular
teriam se desvinculado (Dvornyk et al. 2003; Tauber et al. 2004). No periodo Cambriano,
multiplos eventos de duplicacdao génica ocorridos em conjunto com a grande diversificacao de
espécies teriam resultado em diferentes configuragdes para o relogio circadiano, resultando
em sua ampla distribui¢do observada hoje entre os grupos de organismos vivos (Tauber et al.
2004). Ainda assim, a analise da estrutura dos genes de reldgio aponta para ao menos quatro
origens independentes ao longo da evolucdo, em cianobactérias, fungos, plantas e animais
(Dunlap 1999; Foster e Kreitzman 2005). Ao que tudo indica, apesar de ancestral, o sistema
parece ser evolutivamente simples de ser adquirido. Porém, uma determinacdo precisa de
ancestralidade ¢ dificultada pelo fato dos genes de relogio estarem entre aqueles que mais

rapidamente evoluem (Dunlap 1999).

1.2 - Historico

A observacao empirica dos ritmos circadianos certamente tem suas origens em tempos
imemoriais. Alguns exemplos registrados na historia sdo os relatos de Hipocrates, Aristoteles,
Plinio e Galeno, dentre outros, indicando a importancia dos ritmos bioldgicos em plantas e
animais, incluindo o homem. Exemplos interessantes sdo os relatos de Thasos, historiador
acompanhante de Alexandre, o Grande, que, em 325 a.C., descreve detalhadamente o
movimento circadiano das folhas da planta Tamarindus indicus (tamarindo), e, ainda, do
naturalista Sueco Carolus Linnaeus, que em 1751 documentou o horério caracteristico de
diversas espécies de plantas para o abrir e fechar das pétalas de suas flores e, baseado nisso,
propds um “relogio de flores” para marcar as horas do dia (Fig. 1.1) (Foster e Kreitzman
2005; Marques e Menna-Barreto 1999).

Entretanto, a primeira observacdo acerca do relogio circadiano que indicava a

existéncia de um controle endogeno data de 1729, quando o astronomo francés Jean-Jacques



d'Ortous de Mairan realizou experimento sobre o ritmo diario do abrir e fechar das folhas de
Mimosa pudica (“dormideira”). A planta abre suas folhas durante a fase clara do dia e as
fecha durante a noite. Quando de Mairan colocou espécimes em condigdes controladas de
escuro constante, constatou que a planta era capaz de manter, mesmo sem a indicagdo da luz,
o comportamento de abrir suas folhas durante as horas correspondendo a fase clara do dia (dia
subjetivo) e fecha-las durante o horario da noite (Fig. 1.2). de Mairan publicou seu trabalho na
Academia Real de Ciéncias de Paris, porém, hesitou em concluir que as plantas teriam alguma
espécie de reldgio interno, pois ndo conseguiu isolar em seu experimento outros fatores
ambientais que poderiam estar sinalizando a planta a passagem do tempo, como a variagdo da
temperatura e forcas magnéticas (Foster e Kreitzman 2005; Marques ¢ Menna-Barreto 1999;
Moore-Ede et al. 1982).

Em 1832, o botanico suico Augustin de Candolle descobriu que o ritmo de movimento
das folhas de Mimosa pudica que persiste na auséncia de luz apresentava um atraso de uma ou
duas horas, evidenciando uma periodicidade de 22 a 23 horas. Tal periodo proximo, porém
ndo exatamente igual, a 24 horas, observado no ritmo de espécimes mantidos em condigdes
livres de indicagdes ambientais de passagem de tempo, viria mais tarde a ser definido como
“periodo em livre curso” (free-running period), ¢ foi a inspiracdo para o nome “circadiano”
(cerca de um dia) (Johnson et al. 2003; Marques ¢ Menna-Barreto 1999). de Candolle
comentou sobre “uma tendéncia inerente as plantas em demonstrar movimentos periodicos”.
Um conceito de relogio endogeno comega a se formar até que, em 1873, o fisiologista vegetal
alemdo Wilhelm Pfeffer, ¢ o primeiro a concluir que a atividade circadiana de movimento de
folhas em plantas era produzida e regulada endogenamente (Moore-Ede et al. 1982).

Charles Darwin também esta entre os primeiros cientistas que vieram a interessar-se
pelo ritmo circadiano dos organismos e a reforcar o conceito de que tal propriedade seria
regulada endogenamente. Ele desenvolveu um aparato para medir o movimento das plantas e
quantifica-lo graficamente, publicando seus resultados em 1880, no livro que escreveu com
seu filho, On the power of movement in plants (Fig. 1.3). Naquela oportunidade, Darwin
indica acreditar que a periodicidade didria do movimento de folhas seria uma propriedade
inerente as plantas (Foster e Kreitzman 2005; Moore-Ede et al. 1982). No entanto, foi apenas
em 1935 que o bidlogo alemado Erwin Biinning conseguiu demonstrar, através de experimento
envolvendo o cruzamento de plantas de feijdo com diferentes periodos para os movimentos
foliares, que a ritmicidade bioldgica era uma caracteristica geneticamente determinada.

Biinning conduz também, na mesma ¢€poca, importantes experimentos com abelhas que



contribuiram em muito para o entendimento do periodo em livre curso e sua determinagdo
genética (Foster e Kreitzman 2005; Marques e Menna-Barreto 1999; Moore-Ede et al. 1982).

Apesar de tais experimentos, ainda na década de 1960 havia uma linha de
pesquisadores que acreditavam na hipotese da origem exogena dos ritmos circadianos, como
F. G. Brown, que defendia que os ritmos observados seriam resposta a varidveis externas
desconhecidas ndo sujeitas ao controle experimental, os “fatores geofisicos sutis”, como
radiagdes eletromagnéticas, raios coOsmicos, geomagnetismo, campos eletrostaticos, etc.
(Brown 1960). Para encaminhar experimentos isolando tais possiveis fatores geofisicos sutis e
comprovar definitivamente que a ritmicidade de processos biologicos era de origem
endogena, foi conduzida uma série de experimentos no polo Sul. Em um deles, por exemplo,
Neurospora, camundongos e Drosophila mantidos sobre bandejas que giravam em sentido
oposto ao da rotagcdo da Terra exibiam ritmos circadianos persistentes (Hamner et al. 1962).
Ainda assim, a hipétese da determinacdo exodgena dos ritmos circadianos so foi
definitivamente abandonada no final da década de 1980 (Marques e Menna-Barreto 1999).

Outro nome de destaque no campo da cronobiologia ¢ Colin Pittendrigh que, a partir
da década de 1950, realizou meticulosos estudos sobre o reldgio bioldgico de varias espécies
como camundongos e Drosophila. Sobre estas, ele investigou principalmente os ritmos
observados no horario das formas adultas emergirem das pupas. Seus estudos foram também
extensos e marcantes no entendimento sobre a propriedade do periodo em livre curso ser
“acertado” por fatores ambientais que indicam a passagem do tempo (Foster e Kreitzman
2005; Pittendrigh 1993). Como mencionado anteriormente, o periodo em livre curso nao
coincide exatamente com a duragdao do dia e, com o passar do tempo, a acumulacao do
pequeno erro de cada ciclo levaria o relégio enddgeno a sair de fase em relagdo ao dia
astronomico. Isso ndo acontece justamente por conta desta capacidade do relégio enddgeno de
ser acertado de acordo com indicadores ambientais de passagem do tempo. Para essa
propriedade, dd-se o nome de “arrastamento”, ou entrainment, em inglés (Johnson et al. 2003;
Marques e Menna-Barreto 1999) (vide item 1.3 para detalhes).

Jirgen Aschoff, mais um notavel pesquisador no campo da cronobiologia, colega de
Biinning e Pittendrigh, adotou, na década de 1950, a denominacdo de zeitgeber para tais
indicadores ambientais de passagem de tempo capazes de promover o acerto, ou arrastamento,
no reldgio endégeno. A palavra, de origem germanica, significa “indicador (ou doador) de
tempo”, sendo a alternancia de fase clara e escura do dia a caracteristica mais bem
compreendida em sua capacidade de arrastamento do relogio de diversas espécies (Marques e

Menna-Barreto 1999; Moore-Ede et al. 1982) (vide item 1.3 para maiores detalhes).



A grande expansdo no século XX das investigagdes acerca dos processos ritmicos de
diferentes espécies de organismos vivos sob diversas condi¢des ambientais manipuladas em
laboratorio, levou a solidificacdo do conceito da existéncia dos relogios bioldgicos e ao
entendimento e caracterizagdo de sua natureza e principais propriedades (vide topico 1.3).

A partir da década de 1970, os estudos sobre comportamento tomam um rumo
totalmente novo. Em 1971 Ron Konopka & Seymour Benzer (Fig. 1.4), trabalhando no
Instituto de Tecnologia da Califérnia, submeteram droséfilas a mutagénicos quimicos e
conseguiram isolar dentre elas trés linhagens com padrdes anormais tanto nos ritmos de
emergéncia de adultos das pupas, mencionado acima, quanto nos ritmos de atividade e
repouso. Em livre curso, linhagens selvagens de Drosophila apresentam padrdo ritmico de
atividade e repouso com periodo proximo a 24 horas (Helfrich-Forster 2000). As linhagens
mutantes isoladas variavam muito em relagdo a esse padrdo, tendo uma delas periodo em livre
curso de 19 horas, outra de 29 horas e a terceira apresentando individuos arritmicos. Havia
nessas linhagens problemas semelhantes nos ritmos de emergéncia. Estudos subseqiientes de
genética cldssica indicaram que tais alteragdes no padrdo comportamental das moscas eram
causadas por mutagdes no mesmo locus. Konopka & Benzer chamaram este locus de period,
ou per, sendo assim identificado e denominado o primeiro gene relacionado ao controle do
comportamento em organismos vivos, e as trés linhagens receberam os nomes de per™””
(per') no caso daquela com periodo de 19 horas, per'™® (per') para a de periodo de 29 horas e
a linhagem arritmica foi denominada per”’ (Konopka e Benzer 1971; Stanewsky 2002).

Cerca de dez anos depois, Michael Young na Universidade Rockefeller e Jeffrey Hall
& Michael Rosbash na Universidade Brandeis, trabalhando de forma simultinea e
independente, conseguiram clonar per e identificar as mutagdes pontuais caracteristicas das
linhagens mutantes de Konopka & Benzer (Bargiello et al. 1987; Bargiello e Young 1984;
Reddy et al. 1984; Yu et al. 1987) abrindo as portas da Era Molecular para o estudo dos genes
de comportamento. Alguns outros anos foram necessarios para que fosse demonstrado pela
primeira vez que o produto do gene per regula a sua propria transcri¢do, sendo a primeira
evidéncia da existéncia de uma alca de retro-alimentacdo negativa (Hardin et al. 1990).
Ensaios bioquimicos demonstraram ainda haver na proteina PER um dominio de dimerizacao
protéica PAS, assim denominado em funcdo do nome das proteinas inicialmente identificadas
a conté-lo (PER-ARNT-SIM) (Huang et al. 1993). Entretanto, PER ndo contém o dominio
basico de hélice-alga-hélice (bHLH) de ligagdo ao DNA, caracteristico das proteinas da
familia PAS, tornando-o um membro atipico, apesar de fundador, dessa familia de proteinas

(Stanewsky 2002).



Foram necessarios mais dez anos apds a caracterizagdo molecular de per para que
outros genes relacionados com a regulacdo do relogio enddgeno fossem identificados e
clonados, sendo apenas em 1994 que o grupo de Michael Young publica um artigo reportando
a descoberta de outro mutante de ritmo de atividade e repouso cuja mutagdo recaia sobre outro
locus, desta vez batizado de timeless, ou tim. O mutante tim ndo era apenas arritmico quanto a
seu comportamento, mas também parecia alterar a oscilacdo circadiana da expressdao do RNA
de per (Sehgal et al. 1994). Em 1995 o mesmo grupo publicou outros dois artigos com
muitos detalhes sobre tim, incluindo seqiiéncia génica do alelo selvagem, do mutante, da
estrutura da proteina TIMELESS (TIM), e ainda demonstrando que ¢im funcionava de forma
interligada a per, interferindo na regulagdo da expressao do mesmo (Myers et al. 1995; Sehgal
et al. 1995). Naquele momento, ndo foi encontrado em TIM nenhum dominio até entdo
conhecido, mas foi demonstrado que esta proteina era capaz de se ligar a proteina PER no
dominio PAS desta, formando o heterodimero PER-TIM (Gekakis et al. 1995).

Neste momento da historia do estudo dos genes de comportamento, as descobertas
comecam a acontecer em velocidade mais acelerada, e o ano de 1998 em especial foi
particularmente produtivo quanto aos estudos moleculares acerca do relogio circadiano em
Drosophila. Foram descritos outros dois genes que, assim como per e tim, funcionam como
parceiros na regulacao do relogio circadiano das moscas, sendo denominados cycle (Rutila et
al. 1998) e Clock (Allada et al. 1998; Bae et al. 1998; Darlington et al. 1998; Lee et al. 1998),
respectivamente abreviados por cyc e Clk, tendo sido este ultimo excepcionalmente descrito
primeiro em mamiferos (King et al. 1997; Vitaterna et al. 1994). Ambos codificam fatores de
transcrigdo contendo, assim como PER, dominio de dimerizacao protéica PAS e ainda um
dominio bésico de hélice-alga-hélice (PHLH) responsavel pela ligagdo a DNA. Desta forma,
seus produtos, as proteinas CLK e CYC, interagem formando o heterodimero CLK-CYC, que
atua como fator de transcri¢do ligando-se a regido promotora de outros genes (Stanewsky
2003). Os mesmos trabalhos que descreveram Clk e cyc, reforgados por outros da mesma
época (Allada et al. 1998; Bae et al. 1998; Darlington et al. 1998; Lee et al. 1998, 1999; Rutila
et al. 1998) demonstraram que os quatro genes de relogio descritos até entdo em Drosophila
(per, tim, Clk e cyc) interagiam entre si influenciando na expressao uns dos outros de maneira
a gerar uma alga de retro-alimentagao negativa que regulava sua propria expressao, € que esta
alca apresentava um periodo de 24 horas, condizente com a fun¢do de marca-passo central do
relégio circadiano.

Etapas regulatorias envolvendo outras proteinas seriam fundamentais para a

manutengdo do periodo, como foi evidenciado pela descoberta de double-time (dbt), que



codifica a proteina DBT, relacionada a familia da caseina quinase le humana e capaz de
interagir fisicamente e fosforilar PER, marcando esta proteina para degradacdo via
proteossoma, o que retarda a acumulacdo da mesma no citoplasma da célula (Kloss et al.
1998). Ainda no mesmo ano, foi reportada a existéncia e funcao de cryptochrome (cry), gene
que codifica uma proteina que pertence a uma familia de flavoproteinas com capacidade de
absorver luz na faixa espectral do azul, e que, agindo como fotoreceptor, estaria diretamente
ligada ao mecanismo de acerto, ou arrastamento, do relogio pela luz ao provocar a degradagao
prematura da proteina TIM (Emery et al. 1998; Naidoo et al. 1999; Stanewsky et al. 1998).
Multiplicaram-se os grupos trabalhando com genes de controle do comportamento
circadiano e, com eles, o numero de trabalhos visando esclarecer o funcionamento do relogio
endogeno. Hoje temos um modelo para o mecanismo molecular de regulagdo dos genes de
relogio circadiano em Drosophila bem aceito em quase todas as suas etapas conhecidas,
embora muitas outras ainda precisem ser desvendadas pela ciéncia. Neste modelo, sdo
identificadas ndo apenas uma, mas duas algas regulatorias de retro-alimentacdo negativa,
compostas principalmente pelos genes timeless (tim), period (per), Clock (Clk), cycle (cyc),
vrille (vri), PAR domain protein 1 (Pdpl), double-time (dbt) e shaggy (sgg) (Hardin 2005;
Stanewsky 2002; Taghert e Lin 2005). Essas duas algas regulatérias ciclam, mesmo em
condi¢des ambientais constantes, num periodo de aproximadamente 24 horas, representando o

marca-passo central do relogio enddgeno (vide topico 1.4 para detalhes).
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Figura 1.1: Relogio das flores proposto por Carolus Linnaeus em 1751. Ele sugere que
diferente horario de varias espécies de plantas para o abrir e fechar de suas pétalas (fenomeno

regulado pelo reldgio enddgeno) poderia ser usado para marcar o tempo como um reldgio.
Fonte: Moore-Ede et al 1982.
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Figura 1.2: (a) De Mairan. Fonte: http://www.hhmi.org/biointeractive/museum/exhibit00.
(b) Desenho esquematico do experimento conduzido por de Mairan. Espécimes de Mimosa
pudica (“‘dormideira”) foram mantidas em duas condic¢des distintas: uma exposta as variagdes
de luz natural e outra mantida em escuro constante. de Mairan percebeu que em ambas as
condi¢gdes a planta mantinha os movimentos foliares de abrir no periodo referente ao dia e
fechar durante a noite. de Mairan publicou seus resultados na Academia Real de Ciéncias de
Paris e provavelmente este ¢ o primeiro relato com registro cientifico sobre ritmos
circadianos. Fonte: Moore-Ede et al 1982.


http://www.hhmi.org/biointeractive/museum/exhibit00

Figura 1.3: Foto do livro On the power of movement in plants que Charles Darwin escreveu
com seu filho. Inspirados pelo experimento realizado por de Mairan (vide figura 1.2), eles
aprofundam o estudos sobre o movimento foliar de varias espécies de plantas. Em detalhe
estdo dois dos desenhos contidos no livro de Darwin que ilustram movimentos foliares de
algumas espécies. Fonte: http://www.hhmi.org/biointeractive/museum/exhibit00.

Figura 1.4: Ron Konopka (esquerda) & Seymour Benzer (direita) em 2000, prestando
depoimento sobre seus experimentos conduzidos mais de 30 anos antes, que resultaram na sua
histérica publicacdo em 1971 sobre as primeiras drosofilas mutantes para ritmo circadianos
que eles isolaram. Fonte: http://www.hhmi.org/biointeractive/museum/exhibit00.
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1.3 — Propriedades Principais dos Relogios Bioldgicos

Os relogios bioldgicos, por defini¢do, apresentam trés propriedades fundamentais:
persisténcia em livre-curso, arrastamento e compensacdo térmica (Johnson et al. 2003;
Moore-Ede et al. 1982; Pittendrigh 1960).

A persisténcia do periodo em livre-curso ¢ a capacidade do reldégio biologico de
manter a ritmicidade e uniformidade dos fendomenos comportamentais, fisioldgicos e/ou
moleculares que regula, mesmo quando o organismo ¢ mantido em condigdes experimentais
controladas e constantes em relacdo aos sinalizadores ambientais de passagem de tempo.
Como comentado anteriormente (item 1.2), este fenomeno foi primeiramente observado em
1832 pelo botanico Augustin de Candolle, quando verificou que o ritmo circadiano dos
movimentos foliares de Mimosa pudica persistia quando a planta era mantida em escuro
constante, porém, apresentando um periodo um pouco mais curto do que o dia astrondmico.
Tal defasagem entre o periodo em livre-curso do fendmeno regulado pelo relogio endogeno e
o periodo ambiental (que no caso dos ritmos circadianos € o ciclo de claro/escuro de 24 horas
de duracdo que chamamos de “dia”) ¢ um carater fundamental da persisténcia em livre-curso.
O termo “circadiano” literalmente significa “cerca de um dia” e faz alusao a esta propriedade
(Johnson et al. 2003; Moore-Ede et al. 1982). O periodo em livre-curso ¢ representado pela
letra grega t (tau) e ¢ espécie-especifico (Marques e Menna-Barreto 1999).

A segunda propriedade dos reldgios bioldgicos foi inicialmente definida pela palavra
francesa “entrainer” (arrastar) e posteriormente traduzida para o inglés como “entrainment”
(to entrain = arrastar; embarcar em trem). Na tradu¢do para a lingua portuguesa, o termo
usado ¢ “arrastamento”, e define a capacidade do reldgio bioldgico de perceber os indicadores
ambientais de passagem de tempo e usa-los como referéncia para corrigir o pequeno erro que
o periodo em livre curso apresenta em relagdo ao ciclo ambiental que prediz, e ser “arrastado”
junto com ele. Alguns autores defendem que, tecnicamente, arrastamento ndo ¢ sinénimo de
sincronizagdo, que por sua vez significaria que o perfil de onda do ciclo endégeno coincidiria
com o perfil de onda do ciclo ambiental. O real efeito do arrastamento ¢ tornar o periodo do
ritmo bioldgico igual em média ao periodo do estimulo que o arrasta através de um acerto
diario da diferenga entre eles e, assim, uma relacdo de fase estavel é estabelecida (Johnson et
al. 2003). Entretanto, o resultado final observado ¢ um efeito de sincronizacdo do ritmo
enddgeno com o exdgeno, logo, arrastamento e sincronizagdo sdo muitas vezes considerados
sindnimos no estudo dos relogios biologicos (Ben-Shlomo e Kyriacou 2002; Glaser e

Stanewsky 2005; Hardin 2005).
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Os estimulos ambientais indicadores de passagem de tempo capazes de promover o
arrastamento de ritmos bioldgicos sdo chamados Zeitgebers, e os mais bem caracterizados sdo
a luz e a temperatura (Aschoff 1963). No caso da luz, ja foram identificadas em diversos
organismos moléculas fotoreceptoras que desencadeiam uma cascata de eventos moleculares
que resultam no arrastamento do relogio enddégeno (Bell-Pedersen et al. 2005). Quanto a
temperatura, sua capacidade em promover o arrastamento ¢ muito reconhecida (Aschoff 1963;
Rensing e Ruoff 2002), mas nenhuma molécula termo-sensivel relacionada ao reldgio
biologico foi até a presente data identificada. Entretanto, recente publicacdo aponta para um
gene candidato, nocte (no circadian temperature entrainment), caracterizando-se como o
primeiro estudo sobre as bases genéticas do efeito da temperatura na regulagdo molecular do
relégio circadiano em Drosophila (Glaser e Stanewsky 2005).

A terceira propriedade dos relogios bioldgicos ¢ a termo-compensacdo. Variagdes de
temperatura, de uma maneira geral, influenciam na cinética das reagdes quimicas e dos
processos fisioldgicos. Entretanto, esse efeito ndo € observado no relogio endéogeno. Ao que
tudo indica a evolucdo dos relogios circadianos favoreceu aqueles com mecanismos capazes
de compensar variagdes de temperatura ambiental e assim manter sua uniformidade. Em livre-
curso, o periodo de um dado fenomeno ritmico mostra-se espécie-especifico e uniforme em
diferentes temperaturas, dentro da faixa toleravel para a fisiologia do organismo em questao,
evidenciando a capacidade de termo-compensagdo do reldégio endogeno. A importancia desta
capacidade estd em permitir que o reldgio circadiano consiga predizer um dia de mesmo
periodo tanto no inverno quanto no verdo, pois, apesar de em grande parte dos ambientes
terrestres a relacdo entre as fases clara e escura do dia variar ao longo das estagdes do ano, a
soma das duas sempre resulta num dia de 24 horas. A maioria dos trabalhos sobre
compensac¢ao térmica foi executada em plantas e insetos, organismos sem capacidade termo-
reguladora, diretamente suscetiveis as variagdes de temperatura ambiental, indicando um
mecanismo de compensagao ativa, porém nao ainda bem compreendido (Johnson et al. 2003;
Moore-Ede et al. 1982). Interessantemente, 0 mesmo relogio enddgeno capaz de compensar as
variagdes de temperatura, ¢ também capaz de perceber variagdes ciclicas ou pulsos de

temperatura e usa-los como zeitgebers (Glaser e Stanewsky 2005).
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1.4 — A regulaciao molecular do relogio endogeno em Drosophila

O modelo aceito para a regulagdo molecular do relégio enddégeno em Drosophila
inclui um conjunto de varios genes, sendo timeless (tim), period (per), Clock (Clk), cycle
(cyc), vrille (vri), PAR domain protein 1 (Pdpl), double-time (dbt) e shaggy (sgg) os
principais e mais bem caracterizados. Muitos deles apresentam padrao circadiano de ciclagem
de expressdo de RNA mensageiro e/ou abundancia de proteinas, configurando duas alcas
regulatorias de retro-alimentagdo negativa, interligadas, cujo periodo ¢ de aproximadamente
24 horas. Desta forma, funcionam como o marca-passo central que compde o reldgio
enddgeno (Hardin 2005; Stanewsky 2002; Taghert e Lin 2005). Esses genes sdo expressos em
muitos tecidos diferentes em Drosophila, mas é apenas a expressdo ritmica dessas duas alcas
regulatorias em neurdnios especificos no cérebro da mosca que determina o relégio central
que controla os ritmos circadianos de atividade locomotora (Hardin 2005; Stanewsky 2002;
Taghert e Lin 2005).

Consideremos como condi¢do padrdo moscas mantidas a um fotoperiodo de 12 horas
de claro (dia) e 12 horas de escuro (noite). O momento em que o estimulo exdgeno de
passagem de tempo ¢ dado, por exemplo, o ascender das luzes, ¢ denominado Zeitgeber Time
zero (ZT 0), a primeira hora a partir dele ¢ o ZT 1 e assim por diante. A primeira alga ¢
formada essencialmente pelos genes tim, per, Clk e cyc, que codificam, com excecdo de tim,
proteinas da familia PAS, que contém dominio de dimerizagdo PAS. E comum &s proteinas
desta familia possuirem ainda um dominio basico de hélice-alga-hélice (bHLH) responsavel
pela ligacdo a DNA, mas apenas os produtos de cyc e Clk o possuem, sendo a proteina PER
um membro atipico da familia PAS (vide item 1.2) (Stanewsky 2002). As proteinas CLK e
CYC ligam-se através de seus dominios PAS e formam o heterodimero CLK-CYC que, a
partir da metade do dia (ZT 6) até as primeiras horas da noite (ZTs 13-15), liga-se a regiao
regulatoria E-box” no promotor dos genes fim e per e ativa a transcrigdo destes. Evidéncias na
seqiiéncia de CLK indicam que esta, e ndo CYC, possui o dominio de ativacdo da transcri¢ao
(Rutila et al. 1998), embora ambas as proteinas sejam necessarias para que haja a ligagdo ao
DNA (Lee et al. 1999).

Com a agdo dos fatores de transcrigdo CLK-CYC, a expressao de tim e per comeca

nas ultimas horas do dia e atinge seu maximo nas primeiras horas da noite, entre os ZTs 13-

% Regides E-box sdo seqiiéncias regulatorias no DNA cuja seqiiéncia de bases ¢ CANNTG (N=qualquer nucleotideo), e a elas ligam-se
proteinas que atuam na regulagdo da expressdo génica. Como as regides E-box citadas encontra-se adjacentes aos respectivos genes que
regulam (estdo nas regides promotoras de period e timeless), sdo classificadas como elementos de regulagdo em cis. Cooper GM (2000) The
Cell - A Molecular Approach, Sinauer Associates, Missachusetts.
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16. A amplitude de ciclagem de ambos os genes ¢ da ordem de 10 vezes (Blau e Young 1999;
Hardin et al. 1990; Sehgal 1995; Taghert e Lin 2005).

Consequentemente, inicia-se no citoplasma a traducdo e sintese das proteinas TIM e
PER, a primeira atingindo abundancia maxima entre os ZTs 17-19 e PER um pouco depois,
entre os ZTs 19-21. A demora na acumulacao de PER em relagdo a TIM ¢ devida a acao da
quinase DBT que fosforila PER, marcando-a para degradacdo via proteossoma (Edery et al.
1994; Price et al. 1998). No entanto, PER liga-se pelo dominio PAS a proteina TIM,
formando o heterodimero PER-TIM, o que protege PER contra fosforilagdo por DBT e
subseqliente degradagdo. Desta forma, ¢ preciso primeiramente que a TIM atinja certa
concentracdo para que o dimero PER-TIM possa comegar a ser formado e, assim, PER
aumentar sua concentragdo no citoplasma (Hardin 2005; Stanewsky 2002, 2003; Taghert e
Lin 2005; Yu et al. 2006).

Apesar de ndo ser mais capaz de fosforild-la, DBT continua interagindo com PER
mesmo na forma PER-TIM, formando o complexo PER-TIM-DBT (Kloss et al. 2001).
Inclusive, ¢ sugerido que a associacdo de DBT com PER ¢ necessaria para manter essa
quinase no citoplasma, sendo o ntcleo celular a localizagdo preferencial para a forma
monomérica de DBT (Kloss et al. 2001; Stanewsky 2002). O complexo PER-TIM-DBT ¢
translocado para o ntcleo celular por volta do meio da noite apds fosforilagao de TIM por
uma outra quinase, SGG, produto do gene shaggy (sgg) (Martinek et al. 2001). Desta forma,
enquanto DBT retarda a entrada das proteinas do relégio no nicleo, SGG acelera (Taghert e
Lin 2005).

Hé uma discussao na literatura acerca do destino de TIM apos a fosforilagao. Ha muito
¢ amplamente aceito que TIM ¢ translocada para o nucleo celular na forma de complexo PER-
TIM-DBT (Hardin 2005; Kloss et al. 2001; Stanewsky 2002), mas alguns trabalhos contestam
esta questdo com evidéncias da entrada de PER no nucleo sem estar associado a TIM (Meyer
et al. 2006; Shafer et al. 2002). Mesmo que a entrada no ntcleo nao aconteca com PER e TIM
juntas na forma de um complexo, € certo que essas proteinas interagem e que sem a presenca
de TIM no citoplasma, PER ndo entra no nucleo (Gekakis et al. 1995; Saez ¢ Young 1996;
Taghert e Lin 2005; Vosshall et al. 1994). Nessa relagdo entre PER e TIM, alguns pontos ja
foram comprovados, dentre eles que até¢ o ZT 20 mais de 80 por cento da quantidade total de
PER esta associada a TIM na propor¢do de 1:1 (Lee et al. 1998; Zeng et al. 1996), que TIM ¢
o0 agente ativo no processo de entrada no nucleo celular (Ashmore et al. 2003) e que, ao que
tudo indica, PER ¢ o fator limitante e determinante para a capacidade do reldégio de marcar o

tempo endogenamente, enquanto a ciclagem de TIM seria acessoria e regulatoria em relagao a
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PER, uma vez que o relogio interno nao € sensivel a variagdes na concentracdo de tim
(Ashmore et al. 2003; Rothenfluh et al. 2000; Taghert e Lin 2005). Stanewsky (2003) sugere
ainda que SGG seja também, de forma conjunta ou independente ao complexo, translocada
para o nicleo no mesmo momento.

O que se sabe ao certo ¢ que, até¢ o meio da noite, PER-TIM-DBT e/ou TIM + PER-
DBT (com ou sem SGG) entram no nucleo celular apds a fosforilagdo de TIM por SGG e
promovem a inibi¢do do fator de transcricdo CLK-CYC, o que ocasiona a interrup¢do na
transcricdo de per e tim. Ao que tudo indica, a forma pela qual essa repressdo acontece
envolve a intera¢do direta de PER (nas formas PER-TIM-DBT e PER-DBT) com CLK no
final da noite e inicio da manha, sem destituir a formacao do heterodimero CLK-CYC,
resultando na perda da capacidade deste tltimo de se manter ligado ao DNA (Bae et al. 2000;
Hardin 2005; Lee et al. 1999; Stanewsky 2002, 2003; Taghert e Lin 2005; Yu et al. 2006).

TIM mantém no nucleo a capacidade de proteger PER da fosforilagdo por DBT. No
entanto, PER ¢ encontrado no ntcleo também na forma monomeérica, quando ¢ entdo hiper-
fosforilado por DBT (e por outras quinases também), o que potencializa sua capacidade de
interagir com o fator de transcricdo CLK-CYC e libera-lo do DNA. Stanewsky (2002) sugere
que ao final da noite, TIM se dissociaria de PER-DBT, ocasionando a hiper-fosforilagdo de
PER e potencializagdo de sua capacidade de inibir CLK-CYC, sendo a ocorréncia de PER
monomérico e hiper-fosforilado fundamental para a manutencdo do periodo do reldgio
(Hardin 2005; Kloss et al. 2001). Como TIM entra no nticleo (associado ou nao a PER-DBT),
como e onde se dissocia de PER-DBT ainda ¢ motivo de debate, mas os dados apontam para
um papel de SGG em todas essas etapas (Stanewsky 2002, 2003).

Com a interrup¢do da transcricdo de per e tim, as concentragdes das proteinas PER e
TIM comegam a cair no meio da noite. Nas primeiras horas do dia, os niveis de TIM ja sao
muito baixos, ¢ os de PER, apesar de um pouco mais altos, também estdo em queda. Neste
momento, ocorre a etapa de acerto do reldgio pelo estimulo luminoso. Assim que o sistema ¢
exposto a luz, no inicio do dia, CRY ¢ ativada e sofre alteragdo conformacional que permite
sua ligacdo a TIM, desencadeando uma seqiiéncia de eventos envolvendo fosforilagdo e
ubiquitinagdo de TIM que levam a sua degradagdo prematura via proteossoma (Busza et al.
2004; Emery et al. 2000; Lin et al. 2001; Naidoo et al. 1999; Rieger et al. 2003; Stanewsky et
al. 1998; Suri et al. 1998). Assim, TIM atinge sua concentragdo mais baixa nas primeiras
horas do dia, enquanto PER demora até a metade do dia para tal. Na auséncia de PER-TIM no
nucleo, CLK-CYC liga-se novamente as regides E-box de per e tim no meio do dia e

recomega o ciclo (Hardin 2005; Stanewsky 2003; Taghert e Lin 2005). Desta forma, temos na
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primeira al¢a de retro-alimentacao do relogio endégeno CLK-CYC ativando a transcri¢ao de
per ¢ tim cujas proteinas vao formar um complexo que atua na sua propria repressao.

Ainda sobre a primeira alga, falta comentar sobre os ritmos de Clk e cyc. Comegando
pelo mais simples, cyc apresenta quantidades constantes de RNA mensageiro e proteina. Ja
Clk carece de explicacdo mais detalhada. Seu RNA mensageiro cicla em anti-fase em relagao
a per e tim, com inicio de sua transcricdo na segunda metade da noite e abundancia maxima
nas primeiras horas do dia, sob o controle da segunda alca regulatoria o que sera explicado um
pouco mais adiante. Quanto a proteina CLK, durante muitos anos acreditava-se que esta
ciclava na mesma fase de seu RNA, ou seja, CLK estaria em queda justamente quando a
transcrigao de per e tim se iniciam, o que seria estranho sendo CLK fator de transcricao desses
genes (Stanewsky 2002). No entanto, estudos recentes mostraram que o que cicla ¢ o padrao
de fosforilacdo de CLK. Esta proteina, assim como PER, ¢ fosforilada por DBT, e, também
como PER, ¢ instavel quando hiper-fosforilada. Por esse motivo, esta forma apresenta curva
de abundancia igual a de seu RNA, ou seja, com pico nas primeiras horas de luz, e ¢ aquela
que realmente decai quando per e tim estdo comegando a serem transcritos. Entretanto, na sua
forma hipo-fosforilada e estavel, CLK apresenta curva em fase quase oposta, acumulando no
momento de queda de RNA mensageiro de Clk, e com pico nas ultimas horas do dia.
Portanto, ¢ essa forma que garante a formag¢ao de CLK-CYC no meio do dia para iniciar a
transcricdo de per e tim. Considerando o somatdrio das formas hiper e hipo-fosforiladas, a
concentragdo total de CLK ndo cicla (Hardin 2005; Yu et al. 2006).

Um esquema grafico sobre a dinamica da primeira alga regulatéria do relogio
circadiano de Drosophila esta representado na Figura 1.5. A Figura 1.6 mostra ainda o padrdo
de ciclagem de RNA mensageiro e proteina ao longo do periodo de 24 horas dos mesmos
genes.

A segunda alga de retro-alimentagdo negativa ¢ responsavel pela regulagdo da
ciclagem da transcricao de Clk. A ativagdo ritmica de genes por acao do fator de transcrigao
CLK-CYC ¢ ponto comum as duas alcas regulatorias do relogio endogeno, e o efeito de PER-
TIM em inibir a acdo de CLK-CYC, promovendo sua soltura do DNA, também ¢
compartilhado nas duas algas (Cyran et al. 2003; Glossop et al. 2003; Glossop et al. 1999;
Hardin 2005; Hardin et al. 1990). Na segunda alca regulatéria, CLK-CYC age como ativador
dos genes vrille (vri) e PAR-domain protein I isoforma ¢ (Pdple), que codificam as proteinas
VRI e PDPl¢g, ambos fatores de transcri¢ao do tipo ziper de leucina com dominios bésicos de
ligacdo a DNA muito conservados, sugerindo ligarem-se ao mesmo alvo, competindo pelo

mesmo sitio de ligacdo na regido regulatoria de Clk, conhecido como VRI/PDPeg-box (V/P
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box), e agindo como repressor ¢ ativador de Clk, respectivamente (Blau e Young 1999; Cyran
et al. 2003; George e Terracol 1997; Hardin 2005).

CLK-CYC comega a se ligar a regido promotora de vri e Pdple por volta do meio do
dia, mesmo horario em que age positivamente sobre per e tim, e resulta em forte ativacao de
suas expressoes. Porém, as cinéticas de acumulacao dos RNAs e proteinas desses genes sao
diferentes. No caso de vri, seu RNA mensageiro cicla em fase muito parecida a da proteina
VRI, com pico no inicio da noite, por volta do ZT 12 para o RNA mensageiro e ZT 15 para a
proteina. Neste momento, VRI liga-se a regido regulatéria de Clk, promovendo a inibi¢do da
transcri¢ao deste. Pdple atinge concentracdo maxima cerca de 3 a 6 horas depois de vri o que
pode ser explicado por diferencas na “forca” das regides promotoras desses genes, ou na
meia-vida de seus RNAs mensageiros (Cyran et al. 2003). PDP1e acumula em altos niveis no
ZT 18 e desloca VRI do sitio de ligagdo V/P box e liga-se a esse, resultando na ativacdo da
transcri¢ao de Clk a partir da metade da noite, chegando a seus mais altos niveis nas primeiras
horas do dia. No entanto, a presenca de PER, repressor de CLK-CYC, no nucleo celular na
segunda metade da noite inibe a a¢do deste fator de transcri¢do ndo apenas na primeira alca
regulatdria, mas na segunda também. No fim da noite, ambas as proteinas VRI e PDPlg ja
apresentam valores bastante baixos de suas concentragdes. Com a degradacdo de PER na
primeira metade do dia, CLK-CYC torna a ativar os genes de ambas as algas regulatdrias
(Cyran et al. 2003; Hardin 2005). Vale ressaltar ainda que alguns estudos com mutantes
sugerem a existéncia de um outro fator de transcri¢do de Clk responsavel pela ativagdo
constante do gene, que seria entdo modulada por vri e Pdple. Entretanto, ndo foi apontada
ainda uma proteina candidata para esse papel (Glossop et al. 1999; Hardin 2005). Como
resultado desta segunda alca regulatéria, os niveis de RNA mensageiro do gene Clk variam na
ordem de 5 vezes dentro de um periodo de 24 horas (Yu et al. 2006), vri cerca de 10 vezes
(Blau e Young 1999; Cyran et al. 2003) e Pdple aproximadamente 5 vezes (Cyran et al.
2003).

Um esquema grafico sobre a dindmica da segunda alga regulatéria do relogio
circadiano de Drosophila esta representado na Figura 1.7. A Figura 1.8 mostra ainda o padrdo
de ciclagem de RNA mensageiro e proteina ao longo do periodo de 24 horas dos mesmos
genes.

Na figura 1.9, é possivel visualizar todo o perfil temporal de ciclagem de expressao
génica e abundancia das proteinas dos genes envolvidos em ambas as algas que determinam o
relogio circadiano de Drosophila, dentro de um intervalo de 24 horas, bem como alguns

eventos criticos nesse processo.
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Figura 1.5: Representacdo esquematica da primeira alga de retro-alimentagdo negativa do
relogio endogeno de Drosophila melanogaster. @ No nucleo celular, o dimero CLOCK-
CYCLE (CLK-CYC) liga-se a regido E-box no promotor dos genes period (per) e timeless
(tim) agindo como fator de transcri¢do dos mesmos. @ As respectivas proteinas PER ¢ TIM
sdo sintetizadas no citoplasma, onde ©® PER ¢ fosforilada por DOUBLE-TIME (DBT) ¢ @
degradada, salvo quando @ associada a TIM. @ TIM ¢ fosforilada por SHAGGY (SGG), o
que permite @ a translocagdo do complexo de proteinas para o ntcleo celular, onde vai ©
bloquear a agdo do complexo CLK-CYC através da interagdo fisica por intermédio de PER,
© promovendo a soltura de CLK-CYC da regido E-box de per e tim, cessando com a
transcricdo destes. Em seguida, ® TIM, PER e CLK na sua forma hiperfosforilada, sao
degradadas. O ciclo recomeca quando PER-TIM desaparecem do nucleo e CLK-CYC comeca
a acumular novamente e ativar a transcri¢do de per e tim.
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Figura 1.6: Representacdo grafica do perfil de abundancia relativa de RNA mensageiro e
proteina, num intervalo de 24 horas, dos genes envolvidos na primeira alca de retro-
alimenta¢do negativa do relogio endégeno de Drosophila melanogaster, period (per), timeless
(tim), Clock (Clk) e cycle (cyc). O RNA mensageiro ¢ indicado em letra minudscula e itélico,
enquanto as proteinas indicadas em letra maitscula. “CLK hiper-P” refere-se a proteina
CLOCK na sua forma hiperfosforilada, enquanto “CLK hipo-P” refere-se a4 sua forma
hipofosforilada. O eixo das abscissas representa o tempo de acordo com o Zeitgeber Time
(ZT). O ZT zero indica o0 momento em que a luz é acesa ¢ ZT 12 o momento em que ela se
apaga, perfazendo um ciclo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, como representam as
barras branca e preta, respectivamente, no eixo das abscissas. Nao estdo representadas no
grafico as quinases double-time e shaggy, a primeira com expressdo similar a cycle, ou seja,
constante ao longo do tempo para RNA mensageiro e proteina, ¢ a segunda sem informagao
precisa na literatura. Esta figura foi criada a partir da compilagdo de informagdes contidas em
varios artigos, citados no item 1.4 deste trabalho.
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Figura 1.7: Representagdo esquematica da segunda alga de retro-alimentacdo negativa do
relogio endogeno de Drosophila melanogaster. @ No nucleo celular, o dimero CLOCK-
CYCLE (CLK-CYC) liga-se a regido E-box no promotor dos genes vrille (vri) e PAR-domain
protein 1 (Pdpl), agindo como fator de transcricdo dos mesmos. @ As respectivas proteinas
VRI e PDPle sdo sintetizadas no citoplasma e depois © entram no nucleo celular onde
competem pelo mesmo sitio de ligacdo na regido promotora de Clock (Clk), chamado
VRI/PDPlg box (V/P box). @ VRI, com agdo repressora da transcrigdo de Clk, atua primeiro.
© Em seguida VRI ¢ deslocada ¢ PDPl¢ liga-se a V/P box, ® promovendo a transcri¢dao de
Clk. Alguns estudos apontam para a existéncia de um outro fator de transcri¢do de Clk
responsavel pela ativacdo constante do gene @ (Ativ), que seria entdo modulada por vri ¢
Pdple. Uma proteina candidata ainda ndo foi identificada. ® No citoplasma, ¢ sintetizada a
proteina CLK. © No ntcleo celular, CLK encontra-se associado a CYC e o heterodimero
recomega novo ciclo.
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Figura 1.8: Representacdo grafica do perfil de abundancia relativa de RNA mensageiro e
proteina, num intervalo de 24 horas, dos genes envolvidos na segunda alga de retro-
alimentagdo negativa do relégio enddgeno de Drosophila melanogaster, Clock (Clk), cycle
(cyc), vrille (vri) e PAR-domain protein 1 isoforma € (Pdpleg). O RNA mensageiro ¢ indicado
em letra minuscula e italico, enquanto as proteinas indicadas em letra maiuscula. “CLK hiper-
P” refere-se a proteina CLOCK na sua forma hiperfosforilada, enquanto “CLK hipo-P” refere-
se a sua forma hipofosforilada. O eixo das abscissas representa o tempo de acordo com o
Zeitgeber Time (ZT). O ZT zero indica o0 momento em que a luz ¢ acesa ¢ ZT 12 o0 momento
em que ela se apaga, perfazendo um ciclo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, como
representam as barras branca e preta, respectivamente, no eixo das abscissas. Esta figura foi
criada a partir da compilagdo de informagdes contidas em varios artigos, citados no item 1.4
deste trabalho.
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Figura 1.9: Representacdo grafica do perfil de abundancia relativa de RNA mensageiro e
proteina, num intervalo de 24 horas, dos genes envolvidos nas duas algas de retro-alimentacao
negativa do reldgio endogeno de Drosophila melanogaster, period (per), timeless (tim), Clock
(Clk), cycle (cyc) vrille (vri) e PAR-domain protein I isoforma g (Pdpl¢). O RNA mensageiro
¢ indicado em letra minuscula e italico, enquanto as proteinas indicadas em letra maitscula.
“CLK hiper-P” refere-se a proteina CLOCK na sua forma hiper-fosforilada, enquanto “CLK
hipo-P” refere-se a sua forma hipo-fosforilada. O eixo das abscissas representa o tempo de
acordo com o Zeitgeber Time (ZT). O ZT zero indica o momento em que a luz ¢ acesa e ZT
12 o momento em que ela se apaga, perfazendo um ciclo de 12 horas de claro e 12 horas de
escuro, como representam as barras branca e preta, respectivamente, no eixo das abscissas.
Nao estdo representadas no grafico as quinases double-time e shaggy, a primeira com
expressao similar a cycle, ou seja, constante ao longo do tempo para RNA mensageiro e
proteina, e a segunda sem informacdo precisa na literatura. Abaixo do grafico estdo indicados
4 momentos onde ocorrem alguns eventos criticos na regulagdao do relogio endogeno. @
CLK-CYC liga-se a regido E-box no promotor de tim , per, vri e Pdpl¢ e ativa a transcri¢cao
destes; ® PER-TIM no nticleo: comeca a entrar no final do dia e acumulam em valores
maximos no final da noite; ® PER-TIM inibe CLK-CYC; DOUBLE-TIME observado
predominantemente no nicleo nesse momento; @ PER e TIM desaparecem do nticleo e novo
ciclo de transcri¢ao ¢ iniciado por CLK-CYC. Esta figura foi criada a partir da compilacdo de
informagdes contidas em varios artigos, citados no item 1.4 deste trabalho.
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1.5 — Mosquitos e ritmos circadianos

Os culicideos sdo insetos da familia Culicidae, pertencentes a ordem Diptera e sub-
ordem Nematocera, popularmente conhecidos como mosquitos, pernilongos, carapands ou
muricocas. Com excec¢ao dos géneros Toxorhynchites e Malaya, todos os culicideos sao
hematofagos e desde a antigiiidade muitas espécies sdo reconhecidas como transmissoras de
agentes causadores de doengas a humanos e a outros animais (Borror et al. 1989; Consoli e
Lourengo-de-Oliveria 1994; Forattini 2002). S3o registradas pela ciéncia cerca de 3.600
espécies, com distribuigdo cosmopolita e concentracdo na regido Neotropical (Crosskey
1988).

Além de numeroso, o grupo ¢ bastante diversificado quanto a aspectos da ecologia e
biologia das espécies, incluindo os padrdes de comportamento, existindo espécies diurnas,
noturnas e crepusculares (Clements 1999; Consoli ¢ Lourengo-de-Oliveria 1994; Forattini
2002) e muitos estudos sobre ritmos circadianos podem ser conduzidos com esses organismos
tanto no campo quanto no laboratdrio. Soma-se a isso o fato de muitas espécies serem vetores
de agentes causadores de doencas ao homem e a outros animais. O conhecimento dos padrdes
de comportamento de espécies de vetores ¢ de grande importincia no entendimento da
dinamica das doengas transmitidas por eles e no planejamento de técnicas de controle
(Klowden 1996), tornando o estudo aprofundado dos ritmos de atividade e alimentacdo em
culicideos ndo apenas interessante para o campo da cronobiologia mas também uma
necessidade pratica para quem vislumbra o melhor entendimento desses vetores e do potencial
de diferentes populacdes e espécies em transmitir patdgenos.

A implicacdo do estudo do comportamento de culicideos no ambito da epidemiologia
ndo envolve apenas a regulacdo da atividade circadiana de realizar o repasto sangiiineo ou a
preferéncia pela fonte de sangue, mas também a sua interacdo com o parasita ou virus que
transmite. Isso porque algumas espécies apresentam relacdo interessante entre seu
comportamento e a transmissdo de parasitoses. Dentre os membros da subfamilia Culicinae,
Culex pipiens quinquefasciatus ¢ vetor da filariose bancroftiana, causada pelo Nematelminto
Wuchereria bancrofti. Existe um acoplamento perfeito entre o habito hematofagico noturno
deste vetor e o hordrio em que as microfilarias, infectantes ao mosquito, encontram-se no
sangue periférico dos humanos. Durante o dia as microfildrias ndo sdo encontradas na
circulagdo periférica das pessoas infectadas. Ao anoitecer, geralmente antes da pessoa ir
dormir, a concentracdo dessas microfilarias no sangue periférico comega a subir, atingindo

um climax nas primeiras horas da madrugada, e pela manha, antes mesmo da pessoa despertar
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ja ndo sdao mais encontradas (Rey 1991). Espécies do complexo Cx. pipiens sdo, ainda,
transmissoras do virus do Oeste do Nilo (Anderson e Main 2006; Savage et al. 2006;
Sirigireddy et al. 2006).

A subfamilia Culicine agrupa muitas espécies de comportamento diversificado e um
outro exemplo é o mosquito diurno Aedes aegypti’, vetor dos virus causadores da Dengue e
da Febre Amarela (Consoli e Lourengo-de-Oliveria 1994).

A subfamilia Anophelinae compreende, dentre outras, as espécies do género
Anopheles, essencialmente crepusculares, muitas vezes com horarios de atividade restritos a
curtos intervalos de tempo, o que implica uma regulacdo altamente precisa do
comportamento. Algumas desempenhando papel importante na transmissdo do Plasmodium
causador da malaria, como a espécie do continente africano Anopheles gambiae s. I., ou as
espécies de ocorréncia no Brasil Anopheles darlingi, Anopheles albitarsis s. I. , Anopheles
aquasalis ¢ Anopheles cruzi (Consoli e Lourengo-de-Oliveria 1994). Dados da Organizagao
Mundial de Saude estimam uma incidéncia anual da doenca no mundo entre 300 a 500
milhdes de casos, envolvendo cerca de 1,5 a 2,7 milhdes de mortes por ano (Snow et al.
1999). No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude aproximadamente 500.000 casos
foram registrados anualmente na ultima década apenas na bacia do Amazonas (Ministério-da-
Saude 2005).

Ha disponivel na literatura um certo nlimero de publicagdes sobre o comportamento de
diversas espécies de mosquitos na natureza, evidenciando a complexidade dos ritmos de
atividade e alimentac¢do no grupo [e. g. (Elliott 1972; Forattini et al. 1996; Guimaraes et al.
1997; Guimaraes et al. 2004; Guimaraes et al. 2000a; Guimaraes et al. 2000; Guimaraes et al.
2001; Guimaraes et al. 2000b; Haddow 1954, 1960; Voorham 2002)].

Num exemplo interessante, J. D. Gillet (Gillet 1971) reporta a observacao consistente
ao longo de varios dias da sucessao de picos de atividades de espécies simpatricas no campo.
Nas horas que antecediam o crepusculo vespertino, nenhuma fémea era registrada realizando
repasto sangiiineo. Entretanto, instantes antes do por do Sol, observava-se um enxame de

Aedes ingrami em atividade hematofagica que declinava apos cerca de 15 minutos, quando

® O género Aedes é reconhecidamente parafilético e alguns estudos tentam esclarecer as relagdes filogenéticas do grupo, por vezes sugerindo
sua reorganiza¢do quanto a nomenclarura das espécies, envolvendo a elevagdo de subgéneros a categoria de género (Reinert 2000). Este ¢ o
caso de Aedes aegypti, para a qual Reinert e colaboradores (2004) propdem que seja renomeada com Stegomyia aegypti. Entretanto, a
reorganizacdo do género Aedes ainda divide os especialistas. Por este motivo, neste trabalho foi decidido pelo uso do nome tradicional, Aedes
aegypti, como o fazem ainda muitas revistas cientificas especializadas em entomologia. (de acordo com informagdes encontradas em paginas
de internet especializadas, em margo de 2007 —

http://www.mosquitocatalog.org/main.asp ;

http://www.entsoc.org/pubs/Periodicals/JME/mosquito_name_policy.htm).

Reinert JF (2000) New classification for the composite genus Aedes (Diptera: Culicidae: Aedini), elevation of subgenus Ochlerotatus to
generic rank, reclassification of the other subgenera, and notes on certain subgenera and species. J Am Mosq Control Assoc 16:175-188.
Reinert JF, Harbach RE and Kitching 1J (2004) Phylogeny and classification of Aedini (Diptera: Culicidae), based on morphological
characters of all life stages. Zool J Linnean Soc 142:289-368.
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tinha inicio a atividade de Aedes africanus. A atividade concomitante das duas espécies
durava uns 5 minutos e em seguida a primeira desaparecia e a segunda aumentava até seu pico
maximo de atividade, declinando depois até desaparecer, num espaco de tempo de
aproximadamente 20 minutos (Gillet 1971). Outro exemplo vem de estudos de Pittendrigh
(Pittendrigh 1950) em Trinidad, sobre duas espécies de anofelinos pertencentes ao subgénero
Kerteszia. Ele observou que Anopheles homunculus concentrava-se na por¢do nordeste e
extremamente Umida da ilha, gradualmente substituido por Anopheles bellator, espécie muito
préxima evolutivamente, € que concentrava-se na por¢ao sudoeste e mais seca da ilha. Na
regido central, onde as espécies ocorriam em simpatria, ele verificou que o horario do pico de
atividade das mesmas era diferente, sendo An. bellator registrado no inicio da noite e An.
homunculus aproximadamente uma hora depois. O horario de atividade mantinha-se
consistente a qualquer dia, independentemente da umidade registrada, demonstrando que o
pico de atividade ndo estava condicionado aos valores de umidade relativa do ar registrados,
mas ao horario do dia em si (Pittendrigh 1950, 1993).

Além dos trabalhos sobre ritmos circadianos de mosquitos no campo, alguns
pesquisadores conduziram estudos submetendo espécies a condigdes controladas em
laboratorio para tentar entender o mecanismo endoégeno responsavel pelo comportamento e
quais os componentes ambientais que poderiam estar influenciando no ritmo observado. O
primeiro artigo desta natureza data de 1918 (Roubaud 1918) e se ocupou do estudo do ritmo
de voo espontineo de Anopheles maculipennis. Outra publicagdo dessa natureza s6 foi
acontecer novamente muitos anos depois, em 1941, e teve como objeto de estudo Anopheles
superpictus e sua resposta a diferentes condi¢des de luz (Bates 1941). Na década de 60, ¢
desenvolvido o aparato para detec¢do automatica da atividade dos mosquitos, facilitando
enormemente a conducdo dos experimentos em laboratério (Jones 1964), contribuindo para
aumento no numero de publicagdes na area a partir dessa época. Dentre elas, destacam-se
aquelas sobre o principal vetor de malaria na Africa, An. gambiae (Jones et al. 1972; Jones et
al. 1966; Jones e Gubbins 1978; Jones ¢ Gubbins 1977; Jones et al. 1967; Jones ¢ Reiter 1975;
Mnzava e Curtis 1989; Rowland 1991), sobre o principal vetor de malaria na Asia, Anopheles
stephensi (Jones 1974; Rowland 1989, 1990, 1991; Rowland e Boersma 1988), sobre Ae.
aegypti (Jones 1981; Rowland e Lindsay 1986; Rowley e Graham 1968a, b; Taylor ¢ Jones
1969), sobre Cx. pipiens quinquefasciatus (Jones 1976, 1982; Jones e Gubbins 1979; Peterson
1980a, b, c; Peterson e Jones 1979) e outros membros do complexo Cx. pipiens (Chiba 1964;
Chiba et al. 1982; Chiba et al. 1992; Chiba e Tomioka 1992; Chiba et al. 1993; Chiba et al.
1981; Chiba et al. 1990). E interessante também citar o trabalho de Bryan Taylor,
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desenvolvido durante sua tese de Doutorado, sobre o comportamento de 15 diferentes
espécies de mosquitos em varios regimes de claro/escuro, e disponibilizado pelo autor em
pagina na internet (Taylor 1998).

Os experimentos de laboratorio baseados na detecg¢do automatica do ritmo de atividade
de mosquitos dividem-se, principalmente, em duas abordagens: registro do som de véo por
intermédio de aparato acustico (Bennet-Clark 1984; Jones 1963; Peterson 1979; Rowley et al.
1987) ou deteccdo do movimento (voo ou locomogdo) dos insetos através de equipamento
foto-eletronico baseado em feixes de luz infra-vermelha [e. g. (Kasai e Chiba 1987; Kawada e
Takagi 2004; Shinkawa et al. 1994)]. Com estas estratégias, muitos estudos sobre o efeito de
diferentes fatores no padrdo de atividade/repouso de varias espécies de mosquito foram
extensamente documentados em laboratdrio. Alguns exemplos sdo: o estudo do efeito da luz
(diferentes regimes de luz, pulsos de luz, etc.) no ritmo circadiano de atividade/repouso
(Clopton 1984; Jones 1974, 1976, 1982; Jones et al. 1972; Jones et al. 1966; Jones et al. 1967,
Kawada et al. 2005; Nayar e Sauerman 1971; Shinkawa et al. 1994; Taylor 1977; Taylor e
Jones 1969), efeito da inseminacdo, alimentagdo e oviposicdo na atividade/repouso das
fémeas (Chiba et al. 1992; Jones 1981; Jones e Gubbins 1978, 1979; Jones e Gubbins 1977),
efeito da idade (Rowley e Graham 1968a), efeito da umidade e/ou temperatura (Chiba et al.
1993; Rowley e Graham 1968b), o efeito da infeccdo por parasitas (Berry et al. 1986, 1987a,
1988; Berry et al. 1987b; Lee et al. 2000; Rowland e Boersma 1988; Rowland e Lindsay
1986), e efeito da remog¢ao dos olhos (Kasai e Chiba 1987). Alguns estudos abordaram ainda
o comportamento especifico de busca ativa do mosquito pela fonte de hematofagia (Kawada e
Takagi 2004; Klowden 1996). Clements e colaboradores (Clements 1999) aborda de forma
concisa e coesa grande parte dos estudos supracitados.

Com todas essas informacdes acerca do comportamento de vdrias espécies de
mosquitos evolutivamente proéximas e, ainda, sobre os fatores ambientais ou fisioldgicos que
modulam seus perfis de atividade circadiana, o grupo dos culicideos mostra-se altamente
atraente para investigacdes de dmbito molecular sobre a regulacdo dos ritmos circadianos.
Entretanto, esta ¢ uma das areas ainda pouco exploradas em espécies de insetos vetores. Esse
fato ressalta a grande necessidade e 6tima oportunidade referente a estudos moleculares sobre

o reldgio biologico em culicideos.
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1.6 — Objetivos

1.6.1 — Objetivo Geral

Estudar as bases moleculares do relogio circadiano que controlam os ritmos de

atividade em mosquitos.

1.6.2 — Objetivos Especificos

® Determinar o padrio de atividade/repouso em regime de claro/escuro e escuro
constante das linhagens de Aedes aegypti ¢ Culex quinquefasciatus utilizadas no

presente estudo.

#® [solar e sequenciar um fragmento do gene rp49 em Aedes aegypti e Culex
quinquefasciatus para ser utilizado como controle endégeno nos experimentos de

quantificagdo da expressdo génica nessa espécie.

@ Estabelecer a seqiiéncia codificante integral do gene timeless em Aedes aegypti €
comparéd-la com a seqliéncia em Drosophila melanogaster para identificagdo da
similaridade entre os dominios conhecidos como funcionais na regulacdo do reldgio

bioldgico.

#® Clonar e seqlienciar um fragmento do gene cycle de Aedes aegypti. Utiliza-lo como

base no desenho de oligos para experimentos de expressdo génica.

#® Realizar uma analise preliminar do padrdo de expressdo génica de timeless e cycle em

machos de Aedes aegypti mantido em regime de claro/escuro.

#®  Obter fragmentos dos genes period € Clock, em Aedes aegypti e desenhar oligos para

experimentos de expressdo génica em fémeas da espécie.
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Obter fragmentos dos genes period, timeless, cycle e Clock em Culex quinquefasciatus
por anélise da informacgdo disponivel no banco de dados digital da espécie. Desenhar

oligos para experimentos de expressdo génica.

Determinar o padrao de expressdo génica circadiana de period, timeless, cycle e Clock
em cabeca de fémeas de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus em regime de

claro/escuro e escuro constante.

Determinar o padrdo de expressdo génica circadiana de period, timeless, cycle e Clock

no corpo de fémeas de Aedes aegypti em regime de claro/escuro.

Analisar o efeito da inseminagdo e da hematofagia na expressao dos genes de relogio

period, timeless, cycle e Clock em corpo e cabeca de Aedes aegypti.

Promover o silenciamento da expressdo de timeless em Aedes aegypti e investigar o
efeito deste no padrdo de atividade/repouso da espécie, tanto em regime de

claro/escuro como escuro constante.
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2. Material e Métodos

Os mosquitos utilizados nos experimentos conduzidos ao longo deste trabalho foram
Aedes aegypti linhagem Rockfeller e Culex quinquefasciatus linhagem IBEx, ambos oriundos
de colonias mantidas pelo Laboratorio de Fisiologia e Controle de Vetores, LAFICAVE
(Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro), no Instituto de Biologia do Exército
(IBEx).

Estudos iniciais envolvendo machos de Ae. aegypti encontram-se descritos nos
Anexos I e II. Os demais experimentos realizados com Ae. aegypti ¢ Cx. quinquefasciatus e

relatados a seguir foram todos conduzidos exclusivamente com fémeas.

2.1 — Padrao de atividade/repouso

O padrao de atividade/repouso de fémeas virgens de Ae. aegypti e Cx.
quinquefasciatus foi monitorado com o uso do equipamento Locomotor Activity Monitor
(TriKinetics), inicialmente desenvolvido para estudos com Drosophila e posteriormente
adaptado a insetos um pouco maiores, como mosquitos. Neste equipamento, mosquitos sao
acondicionados individualmente em pequenos tubos de vidro de sete centimetros de
comprimento, um centimetro de didmetro externo, e diametro interno entre 0,7 e 0,8
centimetros. Em uma das extremidades dos tubos é colocado algodao embebido em solugao
de sacarose a 10% e entdo ambas as extremidades sdo seladas com parafilm. Os tubos sdo
encaixados em placas especiais contendo sensores de movimento que compreendem um ponto
de emissdo e um de detec¢@o de raio infravermelho. Em cada placa, podem ser colocados até
32 tubos contendo um mosquito cada, havendo um sensor independente de raio infravermelho
para cada uma das 32 posigdes. A placa é conectada a um cabo, dentro de uma incubadora
(Precision Scientific Incubator Mod. 8§18), e esse cabo conecta-se a um computador. Quando
o inseto esta ativo, ele caminha dentro do tubo, interrompe o feixe de luz infravermelha e o
computador registra o evento através do programa Drosophila Activity Monitoring System
(DAM) versao 2.0.6 para Windows. Cada ponto de registro de atividade computa o somatorio
dos movimentos detectados nos 30 minutos anteriores. A Figura 2.1 ilustra o equipamento

descrito.

29



ey
»

VYYRFRYNET

Figura 2.1: Ilustragdo do experimento de monitoramento da atividade/repouso. a) Incubadora
Precision Scientific Mod. 818 com a porta fechada. b) A mesma incubadora com a porta
aberta, onde se v€ o posicionamento das lampadas na parte interna da porta e ainda a placa
com os tubos individuais sobre uma das prateleiras. c¢) Detalhe da placa de 32 tubos
individuais contendo um mosquito cada. Na por¢ao central dos tubos um leitor infravermelho

detecta o movimento dos insetos. d) Detalhe do tubo de vidro onde os mosquitos sdao
acondicionados individualmente.
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A incubadora utilizada permite o controle de regime de luz e temperatura com
programacao independente para cada dia. Desta forma, com o uso desse equipamento, foi
possivel monitorar ao longo de muitos dias sucessivos a atividade individual de mosquitos,
sob condigdes controladas quanto ao fotoperiodo e temperatura. A transi¢do de luz deste
equipamento do regime claro para escuro e vice-versa ¢ abrupta. A umidade relativa dentro
dos tubos onde os mosquitos encontram-se confinados mantém-se alta e constante, uma vez
que os tubos selados contém algoddo timido e conservam esta umidade até o final do
experimento.

O comportamento de atividade/repouso de fémeas adultas de Ae. aegypti ¢ Cx.
quinquefasciatus foi monitorado sob dois regimes de diferentes fotoperiodo. No primeiro, 32
individuos de cada espécie foram mantidos em ciclos de 12 horas de claro e 12 horas de
escuro por quatro dias. No segundo, 16 individuos de cada espécie permaneceram dois dias
nesse mesmo regime ¢ depois passaram a escuro constante por quatro dias. Os experimentos
de monitoramento da atividade eram iniciados com mosquitos com 2 a 3 dias de idade.

A temperatura foi mantida constante a 25°C + 0,5°C e a umidade permaneceu alta
devido ao algoddo embebido em solugdo de sacarose e vedagdo dos tubos. O valor de
temperatura adotado e a alta umidade ja foram demonstrados em vérias oportunidades serem
adequado a estudos em laboratdrio tanto para Ae. aegypti (Christophers 1960) como para Cx.
quinquefasciatus (Chiba et al. 1992; Chiba et al. 1993; Shinkawa et al. 1994).

Apb6s o periodo de monitoramento da atividade, os resultados foram analisados com
auxilio do programa de computador Excel. Primeiramente foram excluidos os mosquitos que
morreram ao longo do experimento. Em seguida, foi calculada para cada espécie a média de
Williams da atividade a cada trinta minutos entre os individuos sobreviventes. A média de
Williams ¢ uma adaptagdo da média geométrica de maneira a permitir o célculo incluindo
valores zero (Haddow 1954, 1960; Williams 1937).

Os dados receberam ainda trés versoes de tratamentos visando diminui¢do de ruido
experimental. Na primeira, os pontos de registro de atividade imediatamente apds as
transi¢des de luz (acender e apagar das luzes) foram interpolados e, ainda, foram feitas as
médias moveis de trés pontos para todos os registros de atividade, com exce¢do daqueles
adjacentes a transi¢des de luz, para os quais a média mével foi calculada apenas com dois
pontos, de forma a evitar a mistura de registros de atividade de fase clara com fase escura.
Outro tratamento dos dados foi converté-los a valores bindrios (zero para nao ativo € um para
ativo), evidenciando os resultados em termos de propor¢do de individuos ativos, € ndo mais

de quantidade de atividade. Esses valores também sofreram tratamento para diminui¢do do
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ruido experimental descrito acima para os valores em média de Williams, incluindo
interpolagdo do ponto de transi¢ao de luz e média movel.

Com os resultados, foram montados graficos representativos do padrio de
atividade/repouso de cada espécie ao longo do periodo monitorado, sendo excluido o primeiro
dia de registro, considerado como fase de adaptacdo dos mosquitos as condig¢des
experimentais.

Os dados obtidos com o monitoramento de atividade locomotora das espécies durante
os quatro dias em regime de escuro constante possibilitaram também céalculo de
autocorrelagdo (usando /ag de 150) para determinagdo do periodo de atividade de cada
espécie quando em livre curso. Também com auxilio do programa de computador Excel

foram montados graficos ilustrativos desses calculos.

2.2 — Obtencdo dos fragmentos dos genes de relogio usados na analise de

expressao génica

2.2.1 — Aedes aegypti

Para a realizacdo de estudos de expressdo génica por técnica de PCR (Polymerase
Chain Reaction) em tempo real propostos no presente trabalho, foi necessaria a obtengdo para
de um fragmento de ao menos cerca de 100 pares de base de seqiiéncia codificante para cada
gene a ser quantificado. Este fragmento precisaria conter uma regido de jungdo de exons, por
motivos a serem descritos no topico 2.3.3.

Em Ae. aegypti, a seqiiéncia codificante de #im foi obtida em sua totalidade, incluindo
a descri¢ao da posi¢do e tamanho dos introns, através da clonagem e seqlienciamento de DNA
gendmico e complementar associada a anélise de seqiiéncias génicas disponiveis no banco de
dados do genoma da espécie (www.vectorbase.org). Todo esse processo encontra-se
detalhadamente descrito no Anexo I. A quantificagdo da expressdo de tim em fémeas de Ae.
aegypti foi feita com o uso de apenas um dos pares de oligonucleotideos descritos no Anexo I
e indicado na Tabela 2.1 e Figura 2.2, esta ultima ilustrando também a seqiiéncia génica
amplificada por eles.

O fragmento do gene cyc de Ae. aegypti usado nas andlises de expressao génica foi

também obtido por clonagem e seqiienciamento. A amplificagdo do fragmento de cyc foi
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realizada por PCR a partir de DNA gendémico e DNA complementar (cDNA), obtidos
segundo metodologia descrita no Anexo I. A PCR foi conduzida com enzima Tth DNA
polimerase da Biotools de acordo com as especificacdes do fabricante, e os oligonucleotideos
degenerados SCYCdegl e 3CYCdegl descritos na referéncia (Meireles-Filho et al. 2006a). As
condig¢des de ciclos de temperatura da PCR foram: 95°C por 5 minutos; 35 ciclos de 94°C por
1 minuto, 50°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. O produto gerado na reagdo foi submetido
a eletroforese em gel de agarose a 2% impregnado com brometo de etidio, evidenciando um
produto de tamanho esperado. O restante da rea¢do foi purificada em colunas S-400
(Amersham Biosciences) e ligado a vetor pGEM-T Easy (Promega) de acordo com as
especificagdes do fabricante. Uma aliquota de 2 pl foi usada para transformar células
competentes E. coli DH5-cc, que foram entdo plaqueadas em meio LB, agar, X-Gal e IPTG, e
mantidas em estufa a 37°C por cerca de 20 horas. Dentre as coldnias que cresceram na placa,
foram selecionadas as de cor branca ou azul claro e 20 delas inoculadas independentemente
em tubos Falcon de 15 ml contendo 3 ml de meio LB com ampicilina. Apos cerca de 20 horas
em agitador a 37°C foi realizada a mini-preparacdo dessas coldnias para obtenc¢do dos
plasmideos, que foram digeridos com enzima ECO-RI (Promega) de acordo com protocolo do
fabricante. Dentre as amostras que evidenciaram insertos do tamanho esperado, algumas
foram seqilienciadas em seqiienciador ABI 377 DNA usando o reagente Big Dye (Applied
Biosystems). A seqiiéncia obtida foi comparada com o banco de dados de D. melanogaster
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), confirmando a homologia com o gene cyc. Pela
comparac¢do das seqiiéncias obtidas a partir de DNA gendmico e complementar de cyc em Ae.
aegypti foi possivel identificar a posi¢ao e tamanho de um intron (Fig. 2.3).

O gene Clk de Ae. aegypti encontra-se disponivel no banco de dados sobre o genoma
da espécie (www.vectorbase.org), porém, uma anotacdo detalhada e criteriosa do gene foi
elaborada por Gesto (Gesto 2006), a partir da qual foi escolhido o fragmento de Clk utilizado
no presente estudo, que engloba a posicao do ultimo intron de Clk (mais a jusante) (Gesto
2006). (Fig. 2.4).

O fragmento de per de Ae. aegypti utilizado foi obtido por analise comparativa das
seqiiéncias de DNA gendomico e complementar disponiveis no banco de dados do projeto
genoma da espécie (www.vectorbase.org), e também compreende a regido onde encontra-se o

ultimo intron desse gene em Ae. aegypti (Fig. 2.5).
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2.2.2 — Culex quinquefasciatus

Os fragmentos das seqiiéncias de per, tim, cyc e Clk de Cx. quinquefasciatus utilizados
nos experimentos de quantificacdo de expressao foram todos obtidos através de procura com o
programa Basic Local Alignment Search Tool (Blast) entre os fragmentos de cada um desses
genes de Ae. aegypti contra os fragmentos de DNA gendmico (shotguns) até agora
disponibilizados no banco de dados do projeto de seqiienciamento do genoma de Cx.
quinquefasciatus (Www.vectorbase.org).

No caso de tim (Fig. 2.6) e cyc (Fig. 2.7), a andlise de expressdo génica em Cx.
quinquefasciatus foi realizada com fragmentos desses genes que ficam mais a jusante na
seqiiéncia do que os fragmentos utilizados para a quantificagdo em Ae. aegypti. O motivo da
mudanga reside no fato de ter sido possivel para Cx. quinquefasciatus desenhar
oligonucleotideos de boa qualidade em regides de introns mais proximos da extremidade 3’
desses genes, o que ¢ mais aconselhavel no caso da metodologia adotada neste projeto para a
técnica de PCR em tempo real (vide topico 2.3). Ja no caso dos genes per (Fig. 2.8) e Clk
(Fig. 2.9) de Cx. quinquefasciatus, a regido alvo ¢ a mesma (homoéloga) aquelas usadas nas
analises de expressdo desses genes em Ae. aegypti, € corresponde a posi¢ao do ultimo intron

desses genes.
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Fragmento de timeless em Aedes aegypti

/ S5aegytim7 = \

1 ATCGAACAACTTTGGGAGCAGGATATCATTTCTTTGATGCAGTATGATGATCTGATGAAA 60
1l E QL WEU OQTDTI I SLMOQYDUDTLMEK

61 GTGGAAAATCCTGGATATGAACGTAATGTACAAACTCCGGCATETTCTGTGGCGTCCTGC 120
vV E NP GY ERNVQTWPAFSV A SUC

€ 3aeexptim3 *

121 AATTCTGGGAaACGAGATGATGAGAATAAGACTCCTTCAATGGCTATCGATGACATACAG 180
NS G K RDUDENIKTWPSMA 1T DD 1 Q

181 GTTTTACGGGATCG 194

N /

Figura 2.2: Seqiiéncia de 194 pares de base e correspondentes aminoacidos (logo abaixo, em
letras roxas) do fragmento do gene timeless (tim) de Ae. aegypti alvo das reagdes de PCR em
tempo real para quantificagdo relativa da expressao com uso dos oligonucleotideos Saegytim7
(5’-ATCGAACAACTTTGGGAGC-3’) e 3aeexptim3 (5’-CGATCCCGTAAAACCTGTATG-3’), cujas
posigdes na seqiiéncia estdo marcadas em amarelo na figura. O intron indicado foi
determinado de acordo com metodologia descrita no Anexo I. Notar que 3aeexptim3 estd
posicionado sobre a regido de jungdo de exons que flanqueiam o intron indicado, com o
objetivo de amplificar de forma especifica apenas seqiiéncias de cDNA. Ainda de acordo com
o Anexo I, este fragmento encontra-se a 928 pares de base do codon de parada da seqiiéncia
codificante deste gene.
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Fragmento de cycle em Aedes aegypti

5CYCdegl =2
1 AAGCGTCGACGTGATAAAATGAACACCTACATCACCGAGCTGTCGGCGATGATTCCCATG 60

'y T vy I T E L S A M I P M

61 TGCCATGCCATGTCCCGGAAGCTGGACAAACTGACGGTCCTCCGCATGGCCGTTCAGCAT 120
C HAMSRIKULDI KLTVLIRMAVQH

121 CTGAAGACGATACGAGGGGTCGTTCACTCGTACACCGAGGGCCACTACAAGCCGGCGTTT 180
L K TIRGV V HSY TESGHY K P A F

5aegycycla =
181 CTCTCCGACCAGGAGCTGAAAATGTTGATCCTGCAGGCGGCCGAGGGTTTCCTGTTTGTG 240
L S D Q ELKMWMUL 1T L Q A AEGF L F YV

241 GTGGGCTGTGATCGAGGGAGAATCCTATACGTGTCGGAATCTGTTTCGCAGATACTGAAT 300
v 6 ¢CDbRGHRI1T LYV SESV S Q1 L N

€ 3aeexpcycl € 3CYCdegl
301 TATTCACAGGGTGATTTGCTAGGTCAAAGTTGGTTTGATATTCTCCATCCTAAGGATGTG 360

Y S Q G D L L G Q S W F D I L [gnSs

361 GCAAAAGTGA 370

Figura 2.3: Fragmento de 370 pares de base do gene cycle (cyc) de Ae. aegypti e
correspondente seqiiéncia de aminoacidos (logo abaixo, em letras roxas) obtido pela
amplificacdo por PCR usando os oligonucleotideos degenerados SCYCdegl e 3CYCdegl,
marcados em azul na figura. Pela comparagdo entre seqiiéncias obtidas com DNA gendmico e
complementar foi identificado um intron de 57 pares de base cuja posicao exata estd indicada
na figura. Os oligonucleotideos utilizados nas reagdes de PCR em tempo real para
quantificacdo  relativa da  expressdo deste gene foram  Saegycycla  (5°-
CCGACCAGGAGCTGAAAATG-3’) e 3aeexpcycl (5’-GACCTAGCAAATCACCCTGTG-3’), e amplificam
um produto de 141 pares de base que se encontra a 1571 bases do cddon final do gene. Suas
respectivas posicdes na seqiiéncia estdo indicadas em amarelo. Notar que 3aeexpcycl estd
posicionado sobre uma regido de juncdo de exons de maneira a proporcionar uma
amplificacdo especifica de seqii€éncia de cDNA.
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Fragmento de Clock em Aedes aegypti

4 N
5aexpclk2 -)*

1 ACGCAGCATAGTTCAAAATCACGAGTTCGCTCCAACACTTTCCACTCAAAGCCTTCCTCT 60
T Q HSS K SRV RSNTIFWH S K P S S

€ 3aegyclk2
61 CAAGACGGAAGCAGTCAGCATACGGCGGCTCATTTCATACTCCAGCAGCAGATGATG 117
\QDGSSQHTAAHFILQQQMM /

Figura 2.4: Seqiiéncia de 117 pares de base e correspondentes aminoacidos (logo abaixo, em
letras roxas) do fragmento do gene Clock (Clk) de Ae. aegypti alvo das reagdes de PCR em
tempo real para quantificacdo relativa da expressao com uso dos oligonucleotideos Saexpclk2
(5’-ACGCAGCATAGTTCAAAATC-3") e 3aegyclk2 (5’-CATCATCTGCTGCTGGAGTA-3"), cujas posi¢des
na seqiiéncia estdo marcadas em amarelo na figura. O intron indicado foi determinado por
Gesto (Gesto 2006) como o mais a jusante da seqiiéncia deste gene. Notar que Saexpclk2 esta
posicionado sobre a regido de jungdo de exons que flanqueiam o intron indicado, com o
objetivo de amplificar de forma especifica apenas seqiiéncias de cDNA. Ainda de acordo com
Gesto (Gesto 2006), este fragmento encontra-se a 1191 pares de base do cddon de parada da
seqiiéncia codificante deste gene.
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Fragmento de period em Aedes aegypti

/ S5aexpper3=> * \

1 TGAAAAGTCTCAATCAACCTATTCTAGTCAACGAGCAGCTGGGGCAGCTCTATCTGGATC 60
K S L NOQP 1 L VNEZOQULGOQUL Y L DL

€ 3aegyper3
61 TCGAACTGGAAGGACTGTCGGCGAAGCTTTCACTCAGCGACACCA 105
E L EGL S AKULSL S DT

- /

Figura 2.5: Seqiiéncia de 105 pares de base e correspondentes aminoacidos (logo abaixo, em
letras roxas) do fragmento do gene period (per) de Ae. aegypti alvo das reacdes de PCR em
tempo real para quantificacdo relativa da expressdo com uso dos oligonucleotideos Saexpper3
(5’-TGAAAAGTCTCAATCAACCTA-3’) e 3aegyper3 (5’- TGGTGTCGCTGAGTGAAAG-3’), cujas
posicdes na seqiiéncia estdo marcadas em amarelo na figura. O intron indicado foi
determinado pela comparagao entre seqiiéncias de DNA genOmico e complementar
disponiveis no banco de dados para essa espécie (Www.vectorbase.org) e seu tamanho ¢ de 59
pares de base. E o intron mais a jusante na seqiiéncia deste gene e encontra-se provavelmente
a 145 pares de base do codon terminal da seqiiéncia codificante. Notar que o oligonucleotideo
Saexpper3 estd posicionado sobre a regido de jun¢do de exons que flanqueiam o intron
indicado, com o objetivo de amplificar de forma especifica apenas seqiiéncias de cDNA.
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Fragmento de timeless em Culex quinquefasciatus

4 N

Scxexptiml=>
1 GTCCCTTATCATTGCATTCTGCAAAAAAAATCCATCCCCATCGTCCCCTGGAATTTGGAG 60
vV P Y HCI L QK K S 1 P 1 VP WNL E

€ 3cxtiml
61 CAGTTCAACGTGCTCTCGTATCAACCGTTCGTCCTGCTGCTACACAAGCTGGGATTCCACC 121
Q F NVL SYQ®PF VL L L HK L G F H

- /

Figura 2.6: Seqiiéncia de 121 pares de base e correspondentes aminoacidos (logo abaixo, em
letras roxas) do fragmento do gene timeless (tim) de Cx. quinquefasciatus alvo das reagdes de
PCR em tempo real para quantificacdo relativa da expressdo com uso dos oligonucleotideos
Scxexptiml (5’-GTCCCTTATCATTGCATTCTGC-3’) e 3cxtiml (5°-GGTGGAATCCCAGCTTGTG-3),
cujas posi¢oes na seqiiéncia estdo marcadas em amarelo na figura. O intron indicado foi
determinado pela comparagdo entre seqiiéncias de DNA genomico Cx. quinquefasciatus
disponiveis no banco de dados desta espécie (www.vectorbase.org) e a seqiiéncia de cDNA
deste gene em Ae. aegypti (Gentile et al. 2006), e seu tamanho ¢ de 61 pares de base. Notar
que o oligonucleotideo Scxexptiml estd posicionado sobre a regido de juncao de exons que
flanqueiam o intron, com o objetivo de amplificar de forma especifica apenas seqiiéncias de
cDNA. Este fragmento encontra-se provavelmente a cerca de 760 pares de base do codon
terminal da seqiiéncia de tim, usando como parametro o tamanho do gene em Ae. aegypti.
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Fragmento de cycle em Culex quinquefasciatus

/ 5Scxcycl=> \

1 ATGGCAGAGAAATACAACGAATGATAAACTCGCACGTGGAGGCTGGCAAAATTGGACGAC 60
G R EI1T QR M I NSHVEAGI KT G R Q

61 AAATAGCAGAGCAAGTTCTGGACCACCAACGCAGGACGGGAGAATCGTCTGCT!AGAGCA 120
Il AEQVLDUHZOQRR RTGTETSSATESS

€ 3cxexpeycl
121 GTCCGGACC 129

N /

Figura 2.7: Seqiiéncia de 129 pares de base e correspondentes aminoacidos (logo abaixo, em
letras roxas) do fragmento do gene cycle (cyc) de Cx. quinquefasciatus alvo das reagdes de
PCR em tempo real para quantificacdo relativa da expressdo com uso dos oligonucleotideos
Scxcycl (5°-ATGGCAGAGAAATACAACGAATG-3) e 3cxexpeycl (5°-GGTCCGGACTGCTCTCAGC-3’),
cujas posigdes na seqii€éncia estdo marcadas em amarelo na figura. O intron indicado foi
determinado pela comparagao entre seqliéncias de DNA gendmico de Cx. quinquefasciatus e
de cDNA de Ae. aegypti, ambas disponiveis no banco de dados dos genomas das respectivas
espécies (www.vectorbase.org), ¢ seu tamanho ¢ de 63 pares de base. Notar que o
oligonucleotideo Scxexptiml esta posicionado sobre a regido de juncdo de exons que
flanqueiam o intron indicado, com o objetivo de amplificar de forma especifica apenas
seqiiéncias de cDNA. Este fragmento encontra-se provavelmente a cerca de 430 pares de base
do codon terminal da seqiiéncia de cycle, usando como parametro o tamanho do gene em Ae.

aegypti.
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Fragmento de period em Culex quinquefasciatus

4 N

5cxexpperl=» T
1 CGCTCAAGAATGTCAACCAGCCCATCCTGGTCAACGACCAGCTCGGTCAGCTCTACCTGG 60
L K NV NQWP 1 L VNDI QLG GU QTULY L D

€ 3cxperl
61 ATCTCGAACTGGAGGGCCTCTCGGCCAAGT 90

K L E L E G L S A K /

Figura 2.8: Seqiiéncia de 90 pares de base e correspondentes aminoacidos (logo abaixo, em
letras roxas) do fragmento do gene period (per) de Cx. quinquefasciatus alvo das reagdes de
PCR em tempo real para quantificacdo relativa da expressdo com uso dos oligonucleotideos
Scxexpperl (5’-CGCTCAAGAATGTCAACCAGCC-3’) e 3cxperl (5°-ACTTGGCCGAGAGGCCCTC-3),
cujas posigdes na seqiiéncia estdo marcadas em amarelo na figura. O intron indicado ¢ o mais
a jusante na seqiliéncia do gene e foi determinado pela comparagdo entre seqiiéncias de DNA
genomico Cx. quinquefasciatus € de cDNA de Ae. aegypti (Fig. 2.5), ambas disponiveis no
banco de dados dos genomas das respectivas espécies (www.vectorbase.org). Porém, nao foi
possivel determinar com precisao o tamanho deste intron devido ao estagio preliminar no qual
se encontra o banco de dados. Notar que o oligonucleotideo Scxexpperl estd posicionado
sobre a regido de jungdo de exons que flanqueiam o intron indicado, com o objetivo de
amplificar de forma especifica apenas seqiiéncias de cDNA. Este fragmento encontra-se a
provavelmente 176 pares de base do cddon de terminacdao da seqiiéncia de per em Cix.
quinquefasciatus.
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Fragmento de Clock em Culex quinquefasciatus

4 N

5cxClk1=>
1 GGCACCGGTACAACACCTACCAGGGACCGGGTTCGGATTCGGCGACGTCGATATCGGCGG 60
H RY NTY Q G P G S D S ATS 1 S A E

€ 3cxexpClkl
61 AATCGCACGCCAGCCGACAGTCCATGATGACGACCCATAGCTCGAAATCCCGAATGCGCTT 121
S HASRQSMMTTHS S K S R MR

- /

Figura 2.9: Seqiiéncia de 121 pares de base e correspondentes aminoacidos (logo abaixo, em
letras roxas) do fragmento do gene Clock (Clk) de Cx. quinquefasciatus alvo das reagdes de
PCR em tempo real para quantificacdo relativa da expressdo com uso dos oligonucleotideos
5¢xClkl (5°-GGCACCGGTACAACACCTACCA-3’) e 3cxexpClkl (5°-AAGCGCATTCGGGATTTCGA-3’),
cujas posi¢des na seqiiéncia estdo marcadas em amarelo na figura. O intron indicado ¢ o mais
a jusante na seqliéncia do gene e foi determinado pela comparagdo entre seqiiéncias de DNA
gendmico Cx. quinquefasciatus, disponiveis no banco de dados do genoma dessa espécie
(www.vectorbase.org), ¢ de cDNA de Ade. aegypti (Fig. 2.4). Entretanto, ndo foi possivel
determinar com precisdo o tamanho deste intron devido ao estdgio preliminar no qual se
encontra o banco de dados. Notar que o oligonucleotideo 3cxexpClk1 esta posicionado sobre
a regido de jun¢do de exons que flanqueiam o intron indicado, com o objetivo de amplificar
de forma especifica apenas seqiiéncias de cDNA. Este fragmento encontra-se provavelmente a
cerca de 1200 pares de base do cédon terminal da seqiiéncia codificante de Clk, usando como
parametro o tamanho do gene em Ae. aegypti (Gesto 20006).
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2.3 — Quantificacao relativa da expressao dos genes de relogio

A quantificagdo da expressao dos genes de relogio period, timeless, cycle e Clock foi
realizada primeiramente em fémeas de Ae. aegypti e posteriormente em Cx. quinquefasciatus.
No entanto, a metodologia aplicada foi a mesma para ambas as espécies e encontra-se descrita

a seguir.

2.3.1 — Coleta de pontos

O procedimento de coleta das amostras tem inicio pela coleta de cerca de 800 pupas
oriundas das mesmas colonias que os individuos utilizados nos experimentos de ritmo de
atividade (topico 2.1), ou seja, das colonias do laboratério LAFICAVE. Em intervalos de
tempo nao superiores a 12 horas, os adultos eram separados de modo a garantir que as fémeas
entdo destinadas aos experimentos de quantificacdo de expressdo génica estivessem virgens.
Essas fémeas eram acondicionadas em grupos de 10 individuos em tubos Falcon de 50 ml
contendo um papel no fundo para servir-lhes de superficie de pouso. O tubo era fechado
colocando-se um pedago de fild6 na sua abertura e em seguida a tampa que era cortada no
centro, de modo que o tubo ficasse fechado, mas permitindo troca de ar. Sobre o fil6 era
colocado um algodao embebido em solugdo de sacarose a 10% para alimentar os mosquitos.

Quando o numero de fémeas virgens nascidas num mesmo dia atingia entre 150 a 200
individuos, completava-se um grupo de mosquitos destinados ao processo de coleta de pontos.
Esses mosquitos, separados em grupos de 10 individuos, eram acondicionados na incubadora
Precision Scientific Incubator Mod. 818 & temperatura constante de 25°C + 0,5°C e ciclo de
fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. No dia seguinte aquele em que os
mosquitos entravam na incubadora, iniciava-se um periodo de ao menos trés dias, a partir do
momento em que os adultos completavam dois dias de vida, visando a sincronizacao
(arrastamento) do relogio interno dos mosquitos com as condigdes ambientais a que estavam
sujeitos na incubadora.

Apos este periodo de sincronizacdo, as amostras eram coletadas a cada duas horas ao
longo de 24 horas consecutivas, perfazendo um total de 12 pontos temporais por série de
amostra. Neste trabalho, foram considerados dois tipos de experimento: aqueles coletados em
regime de claro e escuro e os coletados em escuro constante. No primeiro caso, a primeira

amostra da série de 12 pontos temporais era coletada uma hora apds o acender das luzes, no
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Zeitgeber Time 1 (ZT 1), a segunda amostra coletada duas horas depois (ZT 3) e assim por
diante, terminando no ZT 23, que corresponde a uma hora antes do acender das luzes.

No caso dos experimentos coletados em escuro constante, apds o periodo de
treinamento em regime de claro/escuro descrito acima, os mosquitos entravam num periodo
de 24 horas de escuro constante ao longo do qual as amostras eram coletadas. Desta forma, no
momento que seria o ZT zero, onde as luzes “deveriam” acender caso mantidas as condi¢des
do dia anterior, a luz permanecia apagada. O reldgio endégeno dos mosquitos passa, nessas
condigdes, a funcionar independente da indicacdo ambiental de passagem de tempo, ou seja,
ao invés de ser arrastado, passa a correr em livre-curso, e por isso muda-se a terminologia de
Zeitgeber Time (ZT) para Circadian Time (CT). O primeiro ponto de coleta acontecia no CT
1, que corresponde a primeira hora do “dia subjetivo” *, onde as luzes “deveriam” estar acesas
caso as condi¢gdes do periodo de treinamento fossem mantidas.

A cada ponto de coleta, um tubo Falcon contendo 10 fémeas era congelado
instantaneamente em nitrogénio liquido e os mosquitos transferidos para tubos Eppendorf de
1,5 ml, que também eram mantidos em nitrogénio liquido e posteriormente a -80°C até a etapa
de processamento das amostras.

Todo o procedimento foi repetido algumas vezes para proporcionar a coleta de réplicas
das séries de 12 amostras. No caso de 4e. aegypti, o processo foi repetido independentemente
por quatro vezes para experimentos em regime de claro/escuro, gerando quatro séries
(réplicas) de 12 amostras cada. Os experimentos em escuro constante também foram em
nimero de quatro séries (réplicas) de 12 amostras cada, mas o procedimento de coleta dos
pontos foi realizado independentemente por duas vezes, coletando amostras aos pares (duas
séries foram coletadas em paralelo a cada vez). Para Cx. quinquefasciatus, temos apenas duas

séries de 12 amostras em regime de claro/escuro e outras duas em regime de escuro constante.
2.3.2 — Processamento das amostras
2.3.2.1 — Separacao das cabegas e corpos

Cada um dos 10 mosquitos de cada uma das 12 amostras de cada uma das oito séries

(quatro em regime de claro/escuro e quatro em escuro constante), tanto de Ae. aegypti como

de Cx. quinquefasciatus, foram separados em cabeca e corpo. Desta forma, as 12 amostras de

* 0 CT considerado neste caso ¢ uma simplificacdo, uma vez que assume um reldgio interno de exatamente 24 horas. A rigor, o CT deveria
expressar o ciclo em livre curso da espécie em questdo, e 1 hora circadiana, ou 1 CT, deveria ser igual ao periodo em livre curso dividido por
24. A simplificagdo aqui usada ¢ igualmente adotada em outros trabalhos sobre estudos de expressao génica.
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cada série transformaram-se em 24, sendo 12 amostras das cabegas dos mosquitos coletados a
cada duas horas e 12 amostras dos respectivos corpos. Durante o processo de separacdo das
cabecas, os tubos contendo os mosquitos eram mantidos em gelo seco. Uma placa de metal
era colocada sobre gelo seco para permitir que a separagdo das cabecas fosse efetuada em
superficie que mantivesse temperatura adequada a preservacao do material. As 10 cabegas ¢
10 corpos de cada amostra eram colocados em dois tubos Eppendorf de 1,5 ml distintos,

sempre mantidos em gelo seco.

2.3.2.2 — Extraciao de RNA total

Ap0s a separagdo entre corpos e cabecas, a etapa seguinte compreendeu a extragdo de
RNA total de cada amostra. Foram realizadas as extra¢des das amostras de cabega e corpo de
Ae. aegypti, mas apenas de cabega de Cx. quinquefasciatus.

Foi adotado método de extracdo de RNA total por Trizo/ nas amostras de mosquito
deste trabalho’. O processo tinha inicio com a maceragio manual do tecido de cada amostra
(10 cabegas ou corpos) em 100 ul de Trizol (Invitrogen) com auxilio de pistilo de plastico
previamente tratado com dietil-pirocarbonato (DEPC) a 0,1% para descontaminacdo contra
RNAase. Em seguida, eram adicionados 900 pl de Trizol e a maceragdo era finalizada pela
homogeneizagao da solucdo e destruicdo do restante do tecido ainda visivelmente integro com
auxilio do pistilo. A solugdo era mantida a temperatura ambiente por 5 a 10 minutos antes da
adicao de 200 pul de Cloroformio (Merck), e em seguida homogeneizada com auxilio de um
agitador elétrico (“vortex”) e mantida a temperatura ambiente por mais 5 a 10 minutos.
Seguia-se uma etapa de centrifugagdo a 4°C em centrifuga refrigerada Eppendorf por 15
minutos a 13.000 rpm, na qual a solugdo era separada em duas fases. A fase superior (aquosa)
contendo o RNA era transferida para novos tubos, aos quais eram adicionados 500 pl de
Isopropanol (Merck) e, entdo, homogeneizados por inversio e mantidos a temperatura
ambiente por 10 minutos. O restante do material era descartado. Seguia-se nova centrifugacao
a 4°C em centrifuga refrigerada Eppendorf por 15 minutos a 13.000 rpm, ao final da qual
tinha-se o RNA precipitado e o sobrenadante era descartado. O precipitado era lavado com a
adi¢do de 1 ml de Etanol 70% e auxilio de agitador elétrico. Os tubos eram centrifugados mais

uma vez a 4°C em centrifuga refrigerada Eppendorf por 5 minutos a 13.000 rpm. Descartava-

SA excecdo de uma das quatro séries de 12 amostras de cabega de fémea de Aedes aegypti, para cuja extragdo de RNA total foi adotado o
mesmo procedimento descrito no Anexo I para as extragdes de RNA total dos machos.
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se o sobrenadante e os tubos eram mantidos abertos para secagem completa por cerca de 10
minutos. Em seguida, os tubos eram preenchidos com 100 pl de dgua mili-Q, tampados e
colocados no termobloco (Banho Seco) a 60°C por 10 minutos para eluicdio do RNA

precipitado.

2.3.2.3 — Purificacio por precipitaciao com Cloreto de Litio

As amostras de RNA extraidas com Trizol precisavam passar por processo de
purificacao para retirada de restos de Fenol oriundos do Trizol e demais contaminantes
provenientes inclusive das proprias amostras e capazes de provocar inibi¢do na atividade das
enzimas transcriptase reversa ¢ DNA polimerase das etapas subseqiientes. O método de
escolha para a purificagdo de solu¢do aquosa de RNA foi precipitagdo por Cloreto de Litio a
2,5 M, de acordo com o protocolo sugerido pela Ambion para este fim
(http://www.ambion.com/techlib/tb/tb_160.html).

As amostras de RNA ressuspensas em 100 pl de agua mili-Q eram adicionados 50 pl
de Cloreto de Litio a 7,5 M, levando a solugdo a uma concentragdo final de Cloreto de Litio
de 2,5 M. As amostras eram entdo mantidas por 30 minutos a -20°C e em seguida
centrifugadas a 4°C em centrifuga refrigerada Eppendorf por 15 minutos a 13.000 rpm. O
sobrenadante era descartado e o RNA precipitado lavado com 500 pl de Etanol 70% com
auxilio de agitador elétrico. Uma ultima centrifugagdo era realizada por 15 minutos a 13.000
rpm, mas em centrifuga sem refrigeragdo. Descartava-se o sobrenadante e os tubos eram
mantidos abertos para completa secagem do RNA precipitado.

O RNA precipitado e seco era entdo ressuspenso em agua mili-Q. Apesar do método
aplicado para extracdo de RNA de corpos e cabegas de Ae. aegypti e cabegas de Cux.
quinquefasciatus ter sido o mesmo, o volume de 4gua mili-Q final adicionado para
ressuspender o RNA extraido variava de acordo com a natureza da amostra. Dez cabecas de
mosquito geram significativamente menos tecido para extragdo de RNA que os 10 respectivos
corpos. Da mesma forma, 10 cabecas de Ae. aegypti geram menos tecido que 10 cabegas de
Cx. quinquefasciatus, por ser este ultimo visivelmente maior que o primeiro. Com o intuito de
estabelecer qual o volume ideal para ressuspender o RNA de cada tipo de amostra de forma a
permitir eficiéncia adequada e reprodutivel dos processos subseqiientes, foi necessario para
cada tipo de amostra a elaboragdo de uma curva padrao de cada par de oligonucleotideos

utilizado na quantificacao da expressao génica.
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2.3.2.4 — Estabelecendo o volume de agua a ressuspender o RNA precipitado através da

Curva Padrao pelas diluicoes de RNA

A curva padrao foi elaborada a partir de dilui¢cdes seqiienciais, em escala logaritmica,
de uma mesma amostra de RNA, gerada pela mistura em partes iguais de amostras
eqiiidistantes de uma mesma série de 12 amostras, por exemplo, mistura em partes iguais de
RNA dos ZTs 1 e 13 de uma dada série de amostras. Essa mistura de RNA era diluida para as
concentragoes finais de 1, 1/2, 1/4, 1/8 , 1/16 ¢ 1/32 (esta ltima s6 em alguns casos).

Para cada diluicdo de RNA foi realizada a sintese e diluicdo de ¢cDNA conforme
descrito mais adiante no topico 2.3.2.5 e esse cDNA diluido usado para a determinacdo da
curva padrao de cada par de oligonucleotideos aplicado na quantificagdo génica, conforme
descrito por manuais da Applied Biosystems para procedimentos de PCR em tempo real
(Applied-Biosystems 1997, 2004) e disponiveis na internet
(http://docs.appliedbiosystems.com/pebiodocs/04303859.pdf e
http://docs.appliedbiosystems.com/pebiodocs/04371095.pdf ).

Os manuais da Applied Biosystems sugerem fazer a curva padrao a partir de diluigdes
de cDNA para determinagdo da eficiéncia dos oligonucleotideos, mas ao elaborar a curva
padrdo a partir das diluicdes de RNA ¢ possivel também identificar a existéncia de inibi¢do da
sintese de cDNA a partir de amostras de RNA mais concentradas.

Esse procedimento foi repetido para cada tipo de amostra, ou seja, foi realizado
independentemente para cabeca de Ae. aegypti, corpos de Ae. aegypti e cabegas de Cx.
quinquefasciatus, e para cada uma delas foram testados todos os pares de oligonucleotideos
utilizados nesse trabalho para aquela espécie.

Pela interpretacdo dos resultados das curvas padrdo, foi estabelecido que os volumes
ideais para ressuspender as amostras seriam: 150 pl no caso das 10 cabegas de Ae. aegypti e

500 pl tanto para 10 corpos de Ae. aegypti como para 10 cabecas de Cx. quinquefasciatus.

2.3.2.5 — Sintese e diluicao de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com os reagentes TagMan Reverse Transcription
Reagents (Applied Biosystems) ¢ o uso de oligo-dT, nos seguintes volumes: 2 ul de Buffer
(10x), 4,4 ul de MgCl, (25 mM), 4 ul de ANTP (2,5 mM cada nucleotideo), 1 pul de oligo-dT
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(50 uM), 0,4 ul de RNAse inibitor (20 U/ ul), 0,5 ul de Reverse Transcriptase (50 U/ ul) e 7,7
ul de RNA da amostra, perfazendo um volume total de reagcdo de 20 pl. A transcrigdo reversa
de cada uma das 12 amostras de uma mesma série foi conduzida concomitantemente em
termociclador nas seguintes condig¢des: 25°C por 10 minutos, 48°C por 1 hora e 95°C por 5
minutos.

Aos 20 pl de cDNA sintetizados foram adicionados 180 pl de dgua mili-Q, resultando
em 200 pl de cDNA 10 vezes diluido.

2.3.3 — PCR quantitativo em tempo real

A andlise da expressao dos genes de reldgio per, tim, cyc e Clk nas cabegas de fémeas
de Cx. quinquefasciatus e cabega e corpo de Ae. aegypti foi realizada com técnica de PCR
quantitativo em tempo real usando como normalizador interno para ambas as espécies de
mosquito o gene homologo ao rp49 de D. melanogaster. Detalhes sobre a clonagem e
caracterizagdo do fragmento deste gene em Ae. aegypti € Cx. quinquefasciatus encontram-se
descritos no Anexo III.

As reacoes de PCR em tempo real foram conduzidas no equipamento ABI Prism 7000
Sequence Detection Systems versdao 1.1 (Applied Biosystems) para todas as séries de 12
amostras de cDNA geradas a partir das extragdes de RNA. No caso das andlises de expressao
génica nas cabecas de fémeas de Ae. aegypti, foram analisadas para cada gene um total oito
séries de 12 amostras, quatro em regime de claro/escuro e quatro em escuro constante. Dentre
os quatro experimentos de 12 amostras temporais coletados para Ae. aegypti em regime de
claro/escuro, trés deles tiveram a expressdo génica analisada ndo apenas nas cabegas, mas
também nos respectivos corpos das fémeas decapitadas. No caso de Cx. quinquefasciatus, foi
analisada a expressao dos genes de reldégio em quatro séries de 12 amostras de cabeca de
fémeas desta espécie (duas em regime de claro/escuro e duas em escuro constante). Para todas
essas séries de 12 amostras de ambas as espécies foram realizadas reagdes de quantificagdo
por PCR em tempo real para os genes rp49, per, tim, cyc e Clk.

Nas PCRs em tempo real para cada gene de cada espécie foi utilizado um par de
oligonucleotideos especifico. Entretanto, antes de executadas as reacdes, cada par de
oligonucleotideo passou por uma etapa preliminar de testes. A primeira propriedade
importante a ser testada foi a capacidade de amplificar especificamente a partir de cDNA e

ndo apresentar amplificagdo a partir de DNA gendmico, para evitar que uma eventual
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contaminagdo por DNA gendmico nas amostras pudesse interferir no resultado da
quantifica¢do da expressdo génica. Para que isso fosse possivel, um membro de cada par de
oligonucleotideos foi desenhado na jun¢do de dois exons, ou seja, numa regido onde na
seqliéncia gendmica existe um intron (ver figuras 2.2 a 2.9). Os testes envolveram PCRs em
tempo real usando os mesmos volumes de reagentes descritos mais adiante para as analises
das amostras e tendo como molde tanto cDNA quando DNA gendmico. As condi¢des de
temperatura das reagdes teste foram: 95°C por 10 minutos seguidos de 40 ciclos de duas
temperaturas: 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Os testes comprovaram que cada
par de oligonucleotideo seria capaz de formar produto especifico a partir de cDNA e nao
formar produto a partir de DNA genomico.

Apoés as reagdes teste, os produtos das mesmas foram submetidos a curvas de
dissociacdo, nas quais ¢ possivel identificar a temperatura de desnaturacdo (Tm) de cada
produto formado na reagdo. Pela interpretacdo da curva de dissociagdo das reagdes nas quais o
cDNA foi usado como molde, foi possivel determinar para cada par de oligonucleotideo a Tm
do produto de interesse e a eventual formagao de produto inespecifico. Por ser o SYBR Green
um reagente que emite fluorescéncia ao se ligar inespecificamente a qualquer dupla-fita de
DNA, qualquer produto nesta conformagao, at¢ mesmo dimero formado pelo anelamento de
oligonucleotideos, emite fluorescéncia e interfere na interpretagao do sinal.

As curvas de dissociagdo revelaram que os oligonucleotideos adotados nas reacdes
conduzidas neste trabalho raramente formavam produtos inespecificos e, quando presentes,
eram de Tm bem inferior aquela do produto de interesse. Isso permitiu o estabelecimento de
uma temperatura de leitura especifica para cada par de olignucleotideo cerca de 2 a 3°C
abaixo da temperatura de desnaturacdo do produto de interesse, proporcionando registro
especifico da fluorescéncia do mesmo. Produtos inespecificos, com Tms abaixo da
temperatura de leitura estabelecida, ndo estariam emitindo fluorescéncia no momento do
registro de sinal por estarem desnaturados aquela temperatura (Giulietti et al. 2001).

A Tabela 2.1 apresenta a listagem dos oligonucleotideos aprovados nos testes
preliminares e usados para cada gene analisado em Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus,
incluindo a respectiva seqiiéncia de nucleotideos e temperatura de leitura adotada para cada
par. A posi¢ao dos mesmos em relacdo a seqiiéncia do fragmento que amplificam estéa
indicada nas figuras 2.2 2 2.9.

Nas PCRs quantitativas com amostras de Ae. aegypti, foram colocados em cada pogo
os volumes de 10 pl de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 3 ul de agua

mili-Q, 5 pl do cDNA (previamente diluido 10x em agua mili-Q, conforme descrito no item
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2.3.2.5), e 2 ul do par de oligonucleotideos para o gene a ser analisado a 10 uM, perfazendo
um volume final de 20 pl de reacao.

Nas PCRs quantitativas com amostras de Cx. quinquefasciatus, foram colocados em
cada poco os volumes de 7,5 ul de Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems), 2 ul de dgua mili-Q, 4 pl do cDNA (previamente diluido 10 em agua mili-Q,
conforme descrito no item 2.3.2.5), e 1,5 pl do par de oligonucleotideos para o gene a ser
analisado a 10 uM, perfazendo um volume final de 15 pl de reacao.

Os reagentes SYBR® Green PCR Master Mix e Power SYBR® Green PCR Master
Mix sdo equivalentes, sendo a diferenca entre eles uma maior sensibilidade do segundo, de
uma geragdo mais nova, em relacdo ao primeiro. Como ja mencionado anteriormente, as
analises de Cx. quinquefasciatus s6 comegaram depois de terminadas as de Ae. aegypti e,
quando isso aconteceu, ja estava disponivel no mercado o reagente Power SYBR® Green PCR
Master Mix. Pela maior eficiéncia deste reagente em relacdo a sua versdo anterior, foi possivel
realizar a quantificacdo das amostras de Cx. quinquefasciatus em um volume final de reacao
menor do que o utilizado para as quantificacdes em Ae. aegypti com SYBR® Green PCR
Master Mix. Na analise de quantificagdo génica, as 12 amostras de uma mesma série foram
sempre analisadas para um mesmo gene concomitantemente numa Unica placa de reacdo de
96 pogos, com trés réplicas para cada amostra, perfazendo 36 pogos. Somam-se a esses dois
pogos de controle negativo da reacdo, onde ao invés de cDNA era colocada agua, totalizando
38 pocos na andlise de cada gene. Desta forma, até¢ duas séries de amostras podiam ser
analisadas numa mesma placa de 96 pogos.

A condi¢do de temperatura das reagdes foi: 95°C por 10 minutos; 40 ciclos de 3
temperaturas: 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto, e 30 segundos a uma temperatura de
leitura que ¢ propria de cada par de oligonucleotideos (Tabela 2.1). A tinica excecdo foi a
analise do gene Clk de Ae. aegypti. Por propriedades inerentes a seqiiéncia do gene na posi¢ao
onde foi preciso desenhar os oligonucleotideos para este gene, a temperatura necessaria para o
anelamento dos oligonucleotideos era consideravelmente inferior a 60°C. Sendo assim, para
tornar a reagdo eficiente, foi necessario incluir mais uma etapa na ciclagem de temperaturas,
ficando da seguinte maneira: 95°C por 10 minutos; 40 ciclos de quatro temperaturas: 95°C por
15 segundos, 50°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto, € 30 segundos na temperatura de

leitura (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1: Relacdo dos pares de oligonucleotideos utilizados nas reacdes de quantificagcdo de
expressao génica por PCR em tempo real dos genes rp49, period (per), timeless (tim), cycle
(cyc) e Clock (Clk) nos mosquitos Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus. E listado o par de
oligonucleotideos utilizado para cada gene e em cada espécie, indicando o sentido de cada um
em relagdo a seqiiéncia do gene, o nome adotado, a seqiiéncia de bases correspondente e a
temperatura de leitura estabelecida para cada par de oligonucleotideos, a ser adotada na
rea¢do de PCR em tempo real.

. A cs , Temperatura
Sentido Nome Seqiiéncia (5°----3") de Leitura
senso SaeexpRP GCTATGACAAGCTTGCCCCCA
rp49 81°C
anti-senso 3aeaquaRP1b TCATCAGCACCTCCAGCTC
senso Saeexpper3 CGTTGAAAAGTCTCAATCAACCT
. period 78°C
‘S.‘ anti-senso 3aegyper3 GCTGAGTGAAAGCTTCGCCG
@ senso Saegytim7 ATCGAACAACTTTGGGAGC
S timeless : : 75,5°C
3 anti-senso  3aeexptim3 CGATCCCGTAAAACCTGTATG
S
< senso  Sacgycycla  CCGACCAGGAGCTGAAAATG
cycle 78°C
anti-senso 3aeexpcycl GACCTAGCAAATCACCCTGTG
senso Saeexpclk2 ACGCAGCATAGTTCAAAATC
Clock 78°C
anti-senso  3aegyclk2 CATCATCTGCTGCTGGAGTA
senso Scxexprpl CGATATGACAAACTTGCACCAA
rp49 82°C
anti-senso  3cxrpl TTGAAGCCGTTCGGGAGCAT
el
§ senso Scxexpperl CGCTCAAGAATGTCAACCAGCC
s period 79°C
2 anti-senso  3cxperl ACTTGGCCGAGAGGCCCTC
§ senso  Scxexptiml GTCCCTTATCATTGCATTCTGC
S timeless 78°C
S anti-senso 3cxtiml GGTGGAATCCCAGCTTGTG
S
: senso Scxcycl ATGGCAGAGAAATACAACGAATG
S cycle : 79°C
S anti-senso 3cxexpceycl GGTCCGGACTGCTCTCAGC
senso  5cxClk1 GGCACCGGTACAACACCTACCA
Clock 81°C
anti-senso  3cxexpClkl ~ AAGCGCATTCGGGATTTCGA
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2.3.4 — Calculo da quantificacio relativa

Os dados gerados nas rea¢des de PCR em tempo real foram importados para programa
Excel, onde foram conduzidos os calculos de quantificacdo da expressao dos genes de reldgio
per, tim, cyc e Clk relativa a expressao do gene rp49.

Terminada a reagdo, o programa ABI Prism 7000 Sequence Detection System versao
1.1, que gerencia a reacdo de PCR em tempo real, gera um grafico com o registro da
fluorescéncia de cada pogo, a cada ciclo. Uma linha de corte ¢ estabelecida automaticamente
no valor de leitura de fluorescéncia onde todas as reagdes encontrem-se em sua fase
exponencial. Esta linha pode ser ajustada manualmente, caso necessario. O ciclo da PCR no
qual a curva de amplifica¢do cruza a linha de corte ¢ chamado Cr (Ciclo de acordo com o
threshold). Para efeito da quantificagdo da expressdo génica, primeiramente, foram calculadas
as média dos Cr dentre as réplicas de cada amostra, excluidos, quando presentes, os outliers
de acordo com os valores criticos de Grubbs (Sokal e Rohlf 1995). Em seguida, desse Cr
médio de cada amostra era subtraido o Ct minimo dentre as 12 amostras da série, ou seja,
cada grupo de 12 amostras era normalizado pelo Ct minimo do grupo.

Estando a leitura (Ct) de todos os genes em cada grupo de 12 amostras normalizado
pelo Cr minimo do grupo, prosseguiu-se o célculo de quantificagdo relativa, realizado pelo
Comparative Cr Method, também conhecido como Método do AACrt, ou Método 2'AACT
(Livak e Schmittgen 2001; Pfaffl 2001) tendo como normalizador enddgeno o gene rp49. As
etapas do procedimento de céalculo encontram-se detalhadamente explicadas em manuais da
Applied Biosystems (Applied-Biosystems 1997, 2004) disponiveis na internet
(http://docs.appliedbiosystems.com/pebiodocs/04371095.pdf e
http://docs.appliedbiosystems.com/pebiodocs/04303859.pdf).

A curva final de expressdo circadiana de cada gene em cada espécie foi estabelecida
pela média entre as curvas normalizadas das diferentes séries de 12 amostras.

A validagdo da aplicagdo do Método do AACt foi efetuada conforme indicado nos
manuais da Applied Biosystems (Applied-Biosystems 1997, 2004) pela comparacao entre as
curvas padrao de cada par de oligonucleotideo para genes de reldgio com a curva padrao do

par de oligonucleotideo para o gene rp49 usado como normalizador interno.
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2.4 — Efeito da inseminacio e hematofagia na expressao dos genes de relogio em

fémeas de Aedes aegypti

Foi avaliado o efeito da inseminagdo e hematofagia na expressao dos genes de relogio
per, tim, cyc e Clk em fémeas de Ae. aegypti.

A partir de um grupo de cerca de 1000 pupas, fémeas nascidas num mesmo dia foram
separadas em dois grupos de 80 fémeas virgens e um grupo de 200 fémeas mantidas com
machos nascidos um dia antes, numa propor¢do de cerca de dois machos para cada fémea,
para garantir a inseminacdo. As trés gaiolas foram providas de solugdo de sacarose a 10%
para a alimentacdo dos mosquitos e colocadas na incubadora (Precision Scientific Incubator
Mod. 818) a temperatura constante de 25°C + 0,5°C e regime de luz de 12 de claro e 12 horas
de escuro.

Apds dois dias, foram separados dois grupos de 80 fémeas dentre aquelas mantidas
com os machos para inseminagdo. Entre os ZTs 5 e 6 deste mesmo dia, um grupo de 80
fémeas virgens e um grupo de 80 fémeas inseminadas foram alimentados com sangue em
cobaio. Desta maneira, tinha-se quatro grupos de fémeas: virgens (alimentadas apenas com
agua agucarada), inseminadas (alimentadas apenas com agua agucarada), virgens alimentadas
com sangue ¢ inseminadas alimentadas com sangue.

No ZT 11 do dia seguinte a alimentacdo sangiiinea, ou seja, cerca de 30 horas apds o
repasto sangiiineo, os quatro grupos foram congelados em nitrogénio liquido e separados em
cinco amostras de 10 individuos. No caso dos dois grupos alimentados com sangue, foram
consideradas apenas as fémeas cujo aspecto do abdomen (cor e volume) tornasse evidente que
haviam se alimentado de sangue no dia anterior.

As cinco amostras de cada grupo foram separadas em cabega e corpo e processadas
conforme descrito no item 2.3.2, resultando num total de 10 amostras para cada grupo de
fémea (5 de cabecas e 5 de corpos). Proseguiu-se a quantificacao relativa da expressao dos
genes de relogio period, timeless, cycle e Clock por técnica de PCR em tempo real em placa
de 96 pocos, tanto para as cinco amostras de cabegas de cada um dos quatro grupos de fémeas
como para as cinco amostras dos respectivos corpos. As cinco amostras dos quatro grupos
(virgem, inseminada, virgem alimentada e inseminada alimentada) foram analisadas numa
mesma placa para cada gene, com quatro réplicas por amostra. Foi usado SYBR® Green PCR

Master Mix (Applied Biosystems) em 20 upl de volume final. Os demais detalhes da
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metodologia estdo de acordo com a descrigdo no item 2.3.3, e o calculo para quantificagao

relativa de acordo com descri¢do no item 2.3.4.

2.5 — RNA de interferéncia: tentativa de silenciamento de timeless em Ae. aegypti

Foi escolhida a técnica de genética reversa com o uso da ferramenta de RNA de
interferéncia (RNAi1) (Meister e Tuschl 2004; Novina e Sharp 2004; Sontheimer 2005) para
tentar promover o silenciamento da expressdo de tim em Aedes aegypti e avaliar o efeito
deste no comportamento da espécie. O aprendizado e aplicagdo da técnica de RNA de
interferéncia em mosquitos aconteceu junto aos grupos dos Prof. Andréa Crisanti e Prof. Fotis
Kafatos, ambos do Imperial College, Londres, que possuem larga experiéncia na utilizagdao
desta técnica (Blandin et al. 2002; Blandin et al. 2004; Brown et al. 2003a; Brown et al.
2003b; Levashina et al. 2001). A metodologia compreendeu sintese in vitro de RNA dupla-
fita para gene tim e injecdo do mesmo em fémeas de Ae. aegypti recém emergidas, de forma
similar a descrita em Blandin et al. (2002), com o intuito de causar um silenciamento na
expressdo deste gene e verificar o efeito do mesmo no comportamento circadiano dos
mosquitos.

A sintese in vitro de RNA dupla-fita tem inicio com a amplificagdo por PCR de um
fragmento do gene que se deseja silenciar. Este fragmento devera conter a regido escolhida
como alvo da acdo das endonucleases do sistema de RNAI e, de acordo com a experiéncia do
grupo do Prof. Fotis Kafatos, ¢ adequado que seu tamanho seja entre 600 a 800 pares de
bases. E interessante que se esolha como alvo de a¢do do RNAi uma regido inicial do RNA
mensageiro. Do contrario, ha a possibilidade do mesmo ndo ser completamente degradado
pelo sistema a partir do ponto de clivagem antes de comegar sua tradugao em proteina. Neste
caso, seriam gerados peptideos que poderiam exercer algum efeito na célula relacionado a
funcdo da proteina, interferindo no fenétipo. E importante ainda evitar que a regiio escolhida
como alvo sejam dominios conservados entre diferentes genes, ou, do contrario, pode ser
desencadeado o silenciamento de outros genes com seqiiéncia nucleotidica muito semelhante.

Na tentativa de silenciamento por RNA de interferéncia de um gene de relogio em
mosquitos, foi adotado o gene tim em Ae. aegytpi, uma vez que era o unico dos genes de

relégio cuja seqiiéncia ja havia sido obtida quando o estudo de RNA de interferéncia foi
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iniciado. Naquele momento, também nao estavam disponiveis no banco de seqiiéncias génicas
os dados do genoma de Ae. aegypti.

O grupo controle dos experimentos de inje¢do de RNA dupla-fita de tim em Ae.
aegypti consistiu de mosquitos injetados com RNA dupla-fita para o gene LacZ de

Escherichia coli.

2.5.1 — Clonagem do fragmento de tim de Ae. aegypti alvo para o RNA de interferéncia

O gene tim de Ae. aegypti compreende uma seqiiéncia longa de 3903 pares de base de
regido codificante (Anexo I). Para assegurar a eficiéncia de uma amplificagdo por PCR da
por¢do inicial do gene, foi sintetizado cDNA de Ae. aegypti com TagMan Reverse
Transcription Reagents (Applied Biosystems) e o uso de oligonucleotideo anti-senso
especifico para a seqii€ncia de tim, de acordo com o seguinte protocolo: 1 ul de Buffer (10x),
2,2 pl de MgCl, (25mM), 2 pl de ANTP (2,5 mM cada nucleotideo), 0,5 pl de
oligonucleotideo 3aeexptim3 (5’-CGATCCCGTAAAACCTGTATG-3") a 10uM, 0,2 ul de RNAse
inibitor (20 U/ul), 0,25 pl de Reverse Transcriptase (50 U/ul) e 3,85 ul de RNA de Ae.
aegypti, perfazendo um volume total de reacdo de 10 pl. O RNA foi extraido e purificado de
acordo com protocolos descritos nos itens 2.3.2.2 e 2.3.2.3, respectivamente. As condi¢des de
temperatura da reacdo de sintese de cDNA foram as mesmas descritas no item 2.3.2.5.

A partir do cDNA especifico para a porg¢ao inicial de tim de Ae. aegypti, foi realizada
PCR para amplificacdo do fragmento desejado com o uso de enzima Tth DNA polimerase
(Biotools) de acordo com as especificacdes do fabricante, e os oligonucleotideos Saetimla
(5°-AACGAAATAAGCGGAGAAGG-3") e 3aetimla (5’- TCCGATAATGTTGATTCGAACC-3’) a um volume
final da reagdo de 40 pul . As condigdes de ciclos de temperatura da PCR foram: 94°C por 5
minutos; 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 48°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. Dez ul
do volume da reacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2% impregnado com
brometo de etidio a 0,5 ug/ml , evidenciando um produto de tamanho esperado, de cerca de
800 pares de base. O restante da reagdo foi purificada em colunas S-400 (Amersham
Biosciences). Etapas subseqiientes de ligagdo a plasmideo, clonagem e seqiienciamento

seguiram a metodologia descrita no item 2.2.1.
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2.5.2 — Sintese in vitro de RNA dupla-fita

Para a sintese de RNA dupla-fita de tim, foi realizada primeiramente uma PCR a partir
do clone contendo o inserto com a regiao alvo, obtido pela metodologia descrita no item 2.5.1.
A reacdo foi efetuada com enzima Tth DNA polimerase (Biotools) e volume final de 40 pl, de
acordo com as especificagdes do fabricante, e condigdes de temperatura de 95°C por 5
minutos; 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos ¢ 72°C por 1 minuto.

Na reagdo  foram  usados os  oligonucleotideos  SaetimlbT7  (5°-

TAATACGACTCACTATAGGGAGAAGCGGAGAAGGATGGAATG-3") e 3aetim1bT7 (5-

TAATACGACTCACTATAGGGAGATGGAAGGAAGTGTTATGATTGG-3’) internos ao fragmento clonado e

ambos contendo a seqiiéncia do promotor T7 nas suas extremidades 5’ (bases sublinhadas).

O produto gerado na reacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2%
impregnado com brometo de etidio 0,5 pg/ml, evidenciando produto de tamanho esperado de
590 pares de base. O restante da reacdo foi purificada em colunas S-400 (Amersham
Biosciences).

A sintese de RNA dupla-fita foi conduzida a partir dos produtos de PCR purificados e
uso do kit MegaScript (Ambion). Uma vez que o produto de PCR purificado continha a
seqiiéncia do promotor T7 em ambas as extremidades, a sintese de RNA foi realizada sobre as
duas fitas de DNA, gerando um RNA dupla-fita correspondente a toda a extensdo do
fragmento.

O RNA sintetizado foi purificado em coluna com o kit MegaCleaner (Ambion), e
quantificado em espectrofotdometro. A faixa de concentracdo de RNA dupla-fita aceita para
prosseguir para a etapa de injecao nos mosquitos ¢ de 2,5 a 3,5 pg/ul. Uma aliquota de 0,5 pl
de cada RNA dupla-fita purificado foi também submetido a eletroforese em gel de agarose a
2%, impregnado com brometo de etidio 0,5 pug/ml, para verificagdo da integridade do

material.

2.5.3 — Grupo Controle

O grupo controle usado para comparacao dos resultados de Ae. aegypti injetados com

RNA dupla-fita para o gene tim foi o de Ae. aegypti injetados com RNA dupla-fita para LacZ.
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O processo de obtencao de RNA dupla-fita para LacZ teve inicio com a gentil doacao
por parte do grupo do Prof. Fotis Kafatos de clone contendo inserto de cerca de 600 pares de
base do gene LacZ e par de oligonucleotideos internos a seqiiéncia clonada contendo a
seqiiéncia do promotor T7 nas suas extremidades 5°. Os oligonucleotideos sdo: LacZ-T7-

Forward (5’-TAATACGACTCACTATAGGGAGAATCCGACGGGTTGTTACT-3’) e LacZ-T7-Reverse (5°-

TAATACGACTCACTATAGGGCACCACGCTCATCGATAATTT-3’), sendo os nucleotideos sublinhados

correspondentes a seqiiéncia promotora de T7. Esses oligonucleotideos e clone com inserto de
fragmento de LacZ sdao os mesmos que o grupo do Prof. Fotis Kafatos utiliza para sintese de
RNA dupla-fita a ser injetado em grupos controle utilizados em seus estudos.

A partir do clone e par de oligonucleotideos, todas as etapas seguintes para sintese de
RNA dupla-fita para LacZ seguiram a mesma metodologia utilizada para a sintese de RNA

dupla-fita de tim, descrita no item 2.4.2.

2.5.4 — Injecao de RNA dupla-fita em mosquitos adultos e coleta das amostras

As injecdes de RNA dupla-fita foram realizadas em fémeas adultas de Ae. aegypti com
2 a 3 dias de idade. Os experimentos iniciais de injecdo conduzidos na Inglaterra foram
realizados com o uso do micro-injetor manual Nanoject II, da Drummond Scientific. Num
segundo momento, de volta ao Brasil, o micro-injetor usado foi FemtoJet da Eppendorf. Em
ambos os casos foram usadas as mesmas agulhas feitas a partir de capilares de vidro e
fornecidas pelo grupo do Prof. Fotis Kafatos.

Os mosquitos a serem injetados eram adormecidos por resfriamento e colocados sobre
uma placa de metal resfriada sobre gelo. Com o auxilio de Estereoscopio Binocular, os
mosquitos eram perfurados com a agulha na altura do espirdculo mesotoraxico ou na area pos-
espiracular (Consoli e Lourengo-de-Oliveria 1994) e entdo injetado o RNA dupla-fita. O
injetor utilizado na Inglaterra permitia a injecao de 69 nanolitros por inje¢do, e geralmente era
efetuada uma inje¢do por mosquito, mas podendo chegar a um maximo de trés caso houvesse
refluxo do volume. O injetor usado no Brasil foi ajustado para uma pressao de 200
hectoPascal (hPa) e tempo de inje¢do de 0,5 segundo.

Nos experimentos conduzidos no laboratéorio do Prof. Andrea Crisanti foram
realizados no total cinco eventos independentes de inje¢do, onde um total entre 200 a 600
mosquitos eram injetados a cada vez, metade com RNA dupla-fita para tim e metade com

RNA dupla-fita para LacZ. Apods a injecdo, os mosquitos eram transferidos para pequenas
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gaiolas contendo algoddo embebido em solugdo de sacarose a 10%, separados de acordo com
o material injetado, e mantidos em insetdrio por ndo haver incubadora disponivel. Trés
amostras de quatro individuos cada eram coletadas, de ambos os grupos, em diferentes
intervalos de tempo apds a injecdo, de modo que as cinco injegcdes independentes
proporcionassem no final amostras de mosquitos coletados desde 24 horas até sete dias apos a
inje¢do. Os resultados desses experimentos ndo constam nesta tese, mas foram utilizados
como informacao preliminar para direcionar os experimentos conduzidos posteriormente no
Brasil.

Os experimentos de RNA de interferéncia conduzidos no laboratério do Dr. Alexandre
Peixoto (Brasil) também compreendiam dois grupos de fémeas de Ae. aegypti, um injetado
com RNA dupla-fita de timeless e o grupo controle, injetado com RNA dupla-fita de LacZ,
num total de 200 a 500 mosquitos injetados a cada experimento. Apds as injecdes, 0s
mosquitos também eram transferidos para pequenas gaiolas contendo algoddo embebido em
solugdo de sacarose a 10%, separados de acordo com o material injetado, mas desta vez eram
mantidos em incubadora (Precision Scientific Incubator Mod. 818) em regime de fotoperiodo
de 12 horas de claro e 12 horas de escuro e temperatura constante a 25°C £ 0,5°C. Esperava-se
algumas horas apds a injecdo para identificar quais individuos haviam se recuperado do
procedimento e, entdo, 32 fémeas de cada grupo eram encaminhadas para monitoramento da
atividade locomotora de acordo com a metodologia descrita no item 2.1. O restante das
fémeas de cada grupo era mantido em gaiolas dentro de uma outra incubadora, sob as mesmas
condi¢des daquela onde estava sendo realizado o monitoramento da atividade.

Foram realizados dois experimentos independentes de injecdo de RNA dupla-fita no
laboratério do Dr. Alexandre Peixoto (Brasil). No primerio, as fémeas injetadas foram
mantidas em regime de 12 horas de claro e 12 horas de escuro por sete dias consecutivos, a
25°C £ 0,5°C. No segundo experimento, os insetos eram mantidos neste mesmo regime de
claro/escuro por dois dias apos a inje¢do e depois entravam em regime de escuro constante
por cinco dias. Nos dois experimentos independentes, foram coletadas cinco amostras de
quatro individuos no terceiro e quarto dia apos a injecdo, para verificacdo do efeito das
injecdes na expressao de timeless. As coletas foram realizadas no ZT 11, no caso do primeiro

experimento, ¢ CT 11 no caso do segundo.
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2.5.5 — Processamento das amostras e analise do efeito do RNA de interferéncia na

expressao génica

Os mosquitos coletados no terceiro e quarto dia apds a injecao de cada um dos dois
experimentos independentes de RNAi eram separados em cabecga e corpo. A extracdo de RNA
de cada amostra foi realizada de acordo com metodologia descrita no item 2.3.2.2, mas com
metade do volume de cada reagente, uma vez que cada amostra continha apenas quatro
cabegas ou corpos de mosquitos. A purificacdo do RNA extraido foi realizada de acordo com
metodologia descrita no item 2.3.2.3 e o volume final de 4gua no qual o RNA foi ressuspenso
foi de 80 pl para quatro cabegas e 200 ul para quatro corpos. Esses volumes foram
estabelecidos de acordo com metodologia descrita no item 2.3.2.4.

A sintese de cDNA das amostras de corpos e cabecas de Ae. aegypti injetados com
RNA dupla-fita foi realizada de acordo com a descri¢ao no item 2.3.2.5. Este cDNA foi usado
em PCRs em tempo real para a quantificagdo da expressao do gene tim, com as mesmas
condigdes e oligonucleotideos descritos no item 2.3.3. Foi usado SYBR® Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems) em 20 pl de volume final. O gene rp49 também foi adotado como
normalizador interno e os calculos para a quantificagdo relativa seguem a metodologia
descrita no item 2.3.4.

O efeito da injecdo de RNA dupla-fita de #im no silenciamento da expressdo em Ae.
aegypti foi avaliado pela andlise comparativa entre a expressao de #im neste grupo € a

expressao nas amostras de mosquitos injetados com RNA dupla-fita de LacZ.

2.6 — Analise estatistica dos dados

A andlise estatistica dos resultados compreendeu andlises de varidncia (ANOVA), o
teste Post-Hoc LSD (Least significant difference), o teste t de Student e a correlagdo de
Spearman (Sokal e Rohlf 1995). Os testes Kolmogorov-Smirnov ¢ Levene foram previamente
aplicados para verificar, respectivamente, a normalidade das distribuigdes e a igualdade de
varidncias quando apropriado. Nas andlises de variancia e correlacdo dos resultados de
quantificacdo relativa dos genes de relogio, foram utilizados os valores de ACr de cada série
de amostras (valores em cada série de 12 amostras primeiramente normalizados pelo minimo

para o resultado de cada gene, e em seguida calculado o ACr).
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A determinacao do periodicidade enddgena do ciclo de atvidade/repouso, ou seja,
periodo em livre-curso (t), foi determinada por andlise de autocorrelagdo dos resultados dos
experimentos de monitoramento da atividade/repouso em regime de escuro constante. Em
linhas gerais, o nimero de eventos obtidos em dois pontos de leitura separados por um
determinado /lag temporal (um lag = 30 minutos, no caso do presente estudo) sdo
correlacionados. Entdo, com um lag de um ponto de leitura, o ponto 1 é correlacionado com o
ponto 2, 0 2 com o 3 e assim por diante. No caso de um ciclo de 24 horas, o ponto 1 € 0 49, 2
e 50, 3 e 51, etc., devem produzir os mais altos coeficientes de correlagdo, uma vez que o
dado de cada ponto de leitura representa o total de atividade dos 30 minutos anteriores. Os
coeficientes de correlagdo sdo, entdo, montados em graficos contra os lags (1, 2, 3, etc.) num
autocorrelograma que extende-se por 150 /ags, no caso do presente estudo. O primeiro pico
registrado no autocorrelograma aponta o /ag da maior correlagcdo. Ainda, linhas horizontais

representam, no grafico, o limite de confianga (2/n, onde n = niimero de pontos).
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3. Resultados

3.1 — Padrao de atividade/repouso de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus

3.1.1 — Atividade locomotora em regime de claro/escuro

O padrio de atividade/repouso de fémeas virgens de Ae. aegypti e Cx.
quinquefasciatus em regime de claro/escuro foi estabelecido com base no monitoramento da
atividade locomotora de 32 individuos de cada espécie, mantidos em ciclos de 12 horas de
claro e 12 horas de escuro por quatro dias consecutivos. Ao final do experimento, apenas um
individuo de Ae. aegypti havia morrido e qualquer registro de sua atividade foi excluido dos
calculos. Sendo assim, 31 individuos de Ae. aegypti ¢ 32 de Cx. quinquefasciatus foram os
considerados nas andlises do padrao de atividade/repouso em regime de claro/escuro,
ilustradas nas Figuras 3.1 a 3.5.

Na Figura 3.1, os resultados do monitoramento da atividade em regime de claro/escuro
sdo apresentados com os valores das médias de Williams entre a atividade individual dos
mosquitos de cada espécie. Nota-se uma atividade predominantemente diurna (fase clara) para
Ae. aegypti (Figura 3.1A) e noturna (fase escura) para Cx. quinquefasciatus (Figura 3.1B),
ainda que o que mais chame a aten¢do nesses graficos seja o grande pico de atividade
registrado para ambas as espécies na transi¢ao de claro para escuro em todos os dias, sendo a
resposta de Cx. quinquefasciatus muito mais intensa do que a de Ae. aegypti. Na transi¢ao de
escuro para claro, nota-se um pouco desse efeito em Ae. aegypti, mas Cx. quinquefasciatus
parece ndo responder a transi¢do de luz nesse sentido.

O pico de atividade registrado na transicao de claro para escuro ¢ tdo expressivo que
perde-se a resolucdo do grafico na atividade em outros momentos. Com o intuito de melhor
visualizar a diferenca no padrdao de atividade das duas espécies durante o experimento, os
pontos de registro da atividade imediatamente seguintes as transi¢des de luz, tanto de claro
para escuro como de escuro para claro, foram interpoladas e em seguida foram calculadas as
médias mdveis entre trés pontos para todo o periodo analisado, evitando, porém, a mistura
entre pontos de leitura de atividade na fase clara com aqueles em fase escura. Para isso, nos
pontos adjacentes as transi¢des de luz, a média movel foi calculada com apenas dois pontos.

Os valores entdo obtidos estdo ilustrados nos graficos da Figura 3.2, onde nota-se mais
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claramente o padrao diurno de Ae. aegypti (Figura 3.2A) e noturno de Cx. quinquefasciatus
(Figura 3.2B).

Percebe-se concentracdo da atividade de Ae. aegypti (Figura 3.2A) na segunda metade
da fase clara, a partir do ZT 6, ¢ um pico proeminente entre os ZTs 9 e 11, antecipando a
transi¢do para a fase escura em poucas horas, apos a qual observa-se queda consideravel na
atividade da espécie, chegando aos valores mais baixos de atividade por volta do ZT 16.
Ainda que o tratamento dos dados tenha resultado no desaparecimento do pico de atividade de
Ae. aegypti registrado no inicio da fase clara, ¢ ainda possivel notar que a atividade dessa
espécie aumenta apos o acender das luzes. Vale notar que, tanto na Figura 3.1A quanto na
Figura 3.2A, o pico principal de atividade de Ae. aegypti parece tender a uma bimodalidade
em algumas situagoes.

Mesmo ap6s o tratamento dos dados visando suavizar o efeito da transi¢do de luz, Cx.
quinquefasciatus ainda demonstra pico proeminente nas primeiras horas da fase escura
(Figura 3.2B). A interpolagdo foi efetuada no registro de atividade 30 minutos apos o apagar
das luzes no ZT 12, e foi suficiente no caso de Ae. aegypti para ndo se perceber mais o pico
exacerbado de atividade. Entretanto, para Cx. quinquefasciatus essa atividade intensa perdura
além dessa primeira meia hora, e ainda encontra-se alta no ZT 13. No ZT 14 hd queda
expressiva em todos os dias monitorados, seguida de acréscimo na atividade, que permanece
relativamente constante por toda a fase escura. A transi¢do de escuro para claro ndo apenas
ndo causa pico de atividade em Cx. quinquefasciatus como nitidamente exerce inibicdo da
mesma nesta espécie, inibi¢ao essa que perdura por toda a fase clara.

Os mesmos dados de atividade foram ainda tratados de modo a evidenciar os
resultados em termos de proporcdo de individuos ativos, e ndo mais de quantidade de
atividade. O resultado desta andlise encontra-se ilustrado nas Figuras 3.3 e 3.4 que, como no
caso das duas anteriores, referem-se no primeiro caso a propor¢do de individuos ativos em
cada registro de atividade sem qualquer outro tratamento e, no segundo caso (Figura 3.4), a
esses mesmos dados sendo interpoladas as transi¢des de luz e ainda feita a média movel de
tré€s pontos (dois pontos apenas para os registros adjacentes a transi¢ao de luz de forma a nao
misturar atividade registrada em fase clara daquela registrada em fase escura). Nota-se que,
sob a otica da proporcao de individuos ativos, o padrdo da atividade ¢ similar ao observado
pela quantidade de atividade (Figuras 3.1 e 3.2), e tal correspondéncia fica mais evidente ao
comparar os graficos para cada uma dessas abordagens onde houve tratamento para a reducao
do ruido experimental (Figuras 3.2A e 3.4A). Na figura 3.3, assim como foi para a 3.1,

percebe-se um forte efeito da transi¢ao de claro para escuro nas duas espécies, ainda que mais
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intenso para Cx. quinquefasciatus (Figura 3.3B) que para Ae. aegypti (Figura 3.3A). A Figura
3.4 suaviza boa parte do ruido experimental contido na Figura 3.3, e pode-se notar mais
facilmente detalhes como o vale no ZT 16 de Ae. aegypti (Figura 3.4A), onde ndo mais que
10% dos individuos estdo ativos em qualquer um dos trés dias, e o pico entre os ZTs 9 ¢ 12,
onde nao menos que 50% dos individuos sdo detectados ativos.

Cx. quinquefasciatus (Figura 3.4B) apresenta propor¢do muito baixa de individuos
ativos durante a fase clara, raramente ultrapassando mais que 10% de ativos. Durante a fase
escura, ¢ registrado um pico de quase 100% de ativos entre os ZTs 12 e 13 seguido de queda
para valores entre 15 e 20% em torno do ZT 15 e ligeiro aumento que perdura flutuando na
faixa de 30% de individuos ativos pelo resto da fase clara.

O padrao diurno de Ade. aegypti e noturno de Cx. quinquefasciatus ilustrado tanto na
média da atividade (Figuras 3.1 e 3.2) quanto na propor¢ao de individuos ativos (Figuras 3.3 e
3.4) ¢é corroborado pelos dados da Figura 3.5. Nela, vé-se a comparagao entre a propor¢ao de
horas totais de atividade durante o dia e a noite, de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus
(propor¢des médias calculadas a partir das propor¢des de atividade diurna e noturna dos
diferentes individuos de cada espécie). Durante a fase clara, concentram-se 70% das horas de
atividade de Ae. aegypti ¢ apenas 28% das horas de atividade de Cx. quinquefasciatus, sendo

essa diferenca altamente significativa (¢5;= 11,513; P< 0,001).
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Atividade locomotora de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus
em regime de 12 horas de claro e 12 horas de escuro
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Figura 3.1: Atividade locomotora de (A) Aedes aegypti (n=31) e (B) Culex quinquefasciatus
(n= 32) monitorada ao longo de quatro dias consecutivos, em regime de 12 horas de claro
(fundo branco) e 12 horas de escuro (fundo cinza). No grafico, o primeiro dia de
monitoramento foi suprimido. O eixo das abscissas indica o Zeitgeber Time (ZT). O ZT zero ¢
o momento em que a luz acende e o ZT 12 quando ela apaga, sendo a transi¢ao da luz abrupta.
Os graficos representam a média de atividade (média de Williams - eixo das ordenadas) entre
os individuos de cada espécie, monitorados independentemente, tendo suas atividades
registradas a cada 30 minutos.
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Atividade locomotora de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus
em regime de 12 horas de claro e 12 horas de escuro
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Figura 3.2: Atividade locomotora de (A) Aedes aegypti (n=31) e (B) Culex quinquefasciatus
(n= 32) monitorada ao longo de quatro dias consecutivos, em regime de 12 horas de claro
(fundo branco) e 12 horas de escuro (fundo cinza). No grafico, o primeiro dia de
monitoramento foi suprimido. O eixo das abscissas indica o Zeitgeber Time (ZT). O ZT zero €
0 momento em que a luz acende e o ZT 12 quando ela apaga, sendo a transi¢do da luz abrupta.
Os gréficos representam a média de atividade (média de Williams - eixo das ordenadas) entre
os individuos de cada espécie, monitorados independentemente, tendo suas atividades
registradas a cada 30 minutos. Os dados expressos nos graficos sofreram dois tratamentos
para diminuicdo de ruido: a) interpolagdo dos pontos de leitura de atividade logo apds as
transi¢des de luz (acender ou apagar das luzes) e b) média movel entre trés pontos para cada
valor de leitura de atividade, evitando, porém, a mistura entre um ponto de leitura em fase
clara e um em fase escura (nesses casos, foi feita a média mével para dois pontos apenas).
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Proporcao de individuos ativos
(Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus)
em regime de 12 horas de claro e 12 horas de escuro
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Figura 3.3: Propor¢do de individuos ativos para (A) Aedes aegypti (n= 31) e (B) Culex
quinquefasciatus (n= 32) monitorados ao longo de quatro dias consecutivos, em regime de 12
horas de claro (fundo branco) e 12 horas de escuro (fundo cinza). No grafico, o primeiro dia
de monitoramento foi suprimido. O eixo das abscissas indica o Zeitgeber Time (ZT). O ZT
zero ¢ o momento em que a luz acende e o ZT 12 quando ela apaga, sendo a transicao da luz
abrupta. Os graficos representam a propor¢do de individuos ativos (eixo das ordenadas) de
cada espécie, tendo suas atividades registradas a cada 30 minutos.
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Proporcao de individuos ativos
(Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus)
em regime de 12 horas de claro e 12 horas de escuro
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Figura 3.4: Propor¢dao de individuos ativos para (A) Aedes aegypti (n= 31) e (B) Culex
quinquefasciatus (n= 32) monitorados ao longo de quatro dias consecutivos, em regime de 12
horas de claro (fundo branco) e 12 horas de escuro (fundo cinza). No gréafico, o primeiro dia
de monitoramento foi suprimido. O eixo das abscissas indica o Zeitgeber Time (ZT). O ZT
zero ¢ 0 momento em que a luz acende e o ZT 12 quando ela apaga, sendo a transi¢ao da luz
abrupta. Os graficos representam a propor¢ao de individuos ativos (eixo das ordenadas) de
cada espécie, tendo suas atividades registradas a cada 30 minutos. Os dados expressos nos
graficos sofreram dois tratamentos para diminui¢cdo de ruido: a) interpolacdo dos pontos de
leitura de atividade logo apos as transi¢des de luz (acender ou apagar das luzes) e b) média
movel entre trés pontos para cada valor de leitura de atividade, evitando, porém, a mistura
entre um ponto de leitura em fase clara e um em fase escura (nesses casos, foi feita a média
movel para dois pontos apenas).
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Proporcao de horas de atividade diurna e noturna
de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus
em regime de 12 horas de claro e 12 horas de escuro
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Figura 3.5: Propor¢do de horas de atividade diurna e noturna de Aedes aegypti (n= 31) e
Culex quinquefasciatus (n= 32). Valores baseados na observacao da atividade ao longo dos
trés dias consecutivos em regime de 12 horas de claro (fundo branco) e 12 horas de escuro
(fundo cinza) ilustrados na Figura 3.4. Andlise estatistica indicou diferenca altamente
significativa na propor¢do de atividade diurna entre as duas espécies (= 11,513; P<0,001).
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3.1.2 — Atividade locomotora em regime de escuro constante

Similarmente ao estudo descrito no item 3.1.1 (regime de claro/escuro), foi analisado o
padrdao de atividade/repouso de Ae. aegypti ¢ Cx. quinquefasciatus em regime de escuro
constante, onde 16 individuos de cada espécie permaneceram dois dias em regime de 12 horas
de claro e 12 horas de escuro e depois passaram a escuro constante por quatro dias. Ao final
do experimento, 14 individuos de Ae. aegypti e 16 de Cx. quinquefasciatus ainda
encontravam-se vivos e foi com base nos dados de atividades destes que foram conduzidas as
analises de atividade em escuro constante, ilustradas nas figuras 3.6 a 3.9. Nas figuras, foi
suprimido o primeiro dia, considerado periodo de adaptacdo dos individuos as condigdes
experimentais. Também foram suprimidos os dois ultimos dias em escuro constante, de modo
a evitar os dados mais tardios do monitoramento neste regime, quando os individuos tendem a
sair de sincronia, o que gera muito ruido no célculo das médias.

Na Figura 3.6, os resultados do monitoramento da atividade em regime de escuro
constante sdo apresentados com os valores das médias de Williams entre a atividade
individual dos mosquitos monitorados de cada espécie. Nota-se que Ae. aegypti (Figura 3.6A)
continua a manter um padrdo periddico de atividade/repouso muito semelhante ao que
apresenta quando em regime de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, ainda que aparente
certo adiantamento. Até mesmo a amplitude da atividade parece ndo sofrer muita alteragdo
entre a fase claro/escuro e a fase de escuro constante. O pico de atividade imediatamente apos
o apagar das luzes desaparece em escuro constante e nao ¢ observado pico de atividade nas
primeiras horas do dia subjetivo. O grafico de Cx. quinquefasciatus (Figura 3.6B) nao ¢ tao
informativo, uma vez que o pico de atividade promovido pelo apagar das luzes no primeiro
dia, ¢ ndo observado em nenhum outro momento do monitoramento em escuro constante,
exige uma escala no grafico que impede a visualizacdo do padrao de atividade nos demais
horarios.

A Figura 3.7 foi confeccionada com os mesmos dados da Figura 3.6, mas com o ponto
de transi¢do de luz de claro para escuro do primeiro dia de monitoramento sendo interpolado,
e ainda sendo calculada a média mével de trés pontos para cada registro de atividade, com
excecao do ponto adjacente a transi¢do de luz, onde a média movel foi de dois pontos (vide
explica¢do do grafico 3.2 no item 3.1.1). Com esse tratamento, o perfil de atividade de Ae.
aegypti fica ainda mais claro. Nota-se padrdo ciclico de atividade/repouso em escuro
constante condizente com o observado em claro/escuro, sendo possivel sugerir que um ligeiro

acréscimo na atividade seja registrado no inicio do dia subjetivo, assim como ¢ observado no
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inicio da fase clara. O pico principal de atividade parece sofrer ligeiro adiantamento a cada
dia que passa em livre curso. No primeiro dia em escuro constante, a atividade assemelha-se
muito ao padrdo em regime de claro/escuro, comegando a aumentar a partir do CT 6 e tendo o
pico entre os CTs 10 e 11. No segundo dia em livre curso, o pico principal de atividade parece
sofrer adiantamento consideravel. O aumento na atividade comega a ser registrado a partir do
CT 3 e o pico recai sobre os CTs 7 a 9. Se observa também um espalhamento da atividade no
segundo dia em livre curso.

Apesar da Figura 3.6B ndo mostrar com clareza o padrdo de atividade de Cx.
quinquefasciatus, o tratamento dos dados descritos para a Figura 3.7 foi eficaz em evidenciar
detalhes da atividade dessa espécie (Figura 3.7B). Assim como aconteceu para Ae. aegypti,
em regime de escuro constante Cx. quinquefasciatus também apresenta padrdo ciclico de
atividade/repouso condizente com o que apresenta em regime de claro/escuro, ainda que com
um aparente adiantamento. Nota-se também um espalhamento da atividade no segundo dia de
escuriddo constante.

A Figuras 3.8 mostra a propor¢do de individuos ativos no mesmo experimento
apresentado nas Figuras 3.6 e 3.7. Na Figura 3.9, os dados expostos na Figura 3.8 sofreram
interpolagdo da transi¢do de luz e média mdvel conforme descrito acima para a Figura 3.7,
tornando o perfil do grafico menos ruidoso e mais simples de ser interpretado.

Na figura 3.9A, verifica-se que, em regime de claro/escuro, mais de 70% das fémeas
de Ae. aegypti estdo ativas entre os ZTs 7 a 11, caindo para praticamente zero no ZT 17. No
primeiro dia em escuro constante, a maior propor¢do de individuos ativos foi registrada entre
os CTs 8 e 13, ainda que ndo tdo alta quanto em regime de claro/escuro. A proporcao de
individuos ativos cai no inicio da noite subjetiva e depois aumenta paulatinamente. No CT 6
do segundo dia em escuro constante cerca de 50% dos mosquitos ja estdo ativos, € essa
proporg¢do sobe para quase 100% no CT 8. A queda na propor¢do de ativos também ¢ mais
gradual e atinge valor minimo apenas no CT 20 do segundo dia em escuro constante.

A propor¢ao de individuos ativos no caso de Cx. quinquefasciatus na Figura 3.9A ¢
muito mais ruidosa que a de Ae. aegypti, mesmo com o tratamento dos dados. Ainda assim ¢
possivel identificar pico na propor¢ao de individuos ativos nos dias em escuro constante que
parece acumular adiantamento a cada dia em livre curso. No primeiro dia, ainda em regime de
claro/escuro, o pico da proporcao de ativos recai sobre o ZT 13. No primeiro dia em escuro
constante, o pico recai sobre o CT 10 seguido de queda no CT 11 e novo aumento no CT 12.
No segundo dia em escuro constante, o pico da propor¢ao de ativos recai sobre o CT 8

seguido de queda entre os CTs 10 e 11 e novo aumento registrado no CT 12.
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A comparacgao entre a propor¢ao de horas totais de atividade no dia e noite subjetivos
de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus ¢ ilustrada na Figura 3.10. Durante o dia subjetivo
concentraram-se em média 67% do total de horas de atividade de Ae. aegypti e 51% das de
Cx. quinquefasciatus sendo esta diferenga significativa (5= 2,535; P= 0,017). Note que,
como mencionado no Material e Métodos, o dia circadiano usado aqui assume um periodo de

24 horas e ndo corresponde ao dia circadiano proprio de cada espécies.
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Atividade locomotora de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus
em regime de escuro constante

A Aedes aegypti

Atividade
N

0 3 6 912151821 0 3 6 9 12151821 0 3 6 9 12 1518 21
| I\ )

ZT CT

B Culex quinquefasciatus
35
30 -
25 -
20 -

15 4

51
0 MrbrbrhH }KM /J\‘m G e TN AN AN g /T N AN N e,

912151821(,)\ 3 6 9 12151821 0 3 6 9 1215 1821

Atividade

ZT CT

Figura 3.6: Atividade locomotora de (A) Aedes aegypti (n= 14) e (B) Culex quinquefasciatus
(n=16) monitorada ao longo de dois dias em regime de 12 horas de claro (fundo branco) e 12
horas de escuro (fundo cinza) e quatro dias seguintes em regime de escuro constante. O fundo
listrado corresponde ao dia subjetivo (vide material ¢ métodos). O grafico ilustra o segundo
dia em regime de claro/escuro e os dois primeiros em escuro constante. O eixo das abscissas
indica o Zeitgeber Time (ZT) para o primeiro dia e o Circadian Time (CT) para os dois
ultimos dias. Nos dias em regime de claro/escuro, o ZT zero ¢ o momento em que a luz
acende e o ZT 12 quando ela apaga, sendo a transi¢cdo da luz abrupta. Os graficos representam
a média de atividade (média de Williams — eixo das ordenadas) entre os individuos de cada
espécie, monitorados independentemente, tendo suas atividades registradas a cada 30 minutos.
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Atividade locomotora de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus
em regime de escuro constante
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Figura 3.7: Atividade locomotora de (A) Aedes aegypti (n= 14) e (B) Culex quinquefasciatus
(n= 16) monitorada ao longo de dois dias em regime de 12 horas de claro (fundo branco) e 12
horas de escuro (fundo cinza) e quatro dias seguintes em regime de escuro constante. O fundo
listrado corresponde ao dia subjetivo (vide material e métodos). O grafico ilustra o segundo
dia em regime de claro/escuro e os dois primeiros em escuro constante. O eixo das abscissas
indica o Zeitgeber Time (ZT) para o primeiro dia e o Circadian Time (CT) para os dois
ultimos dias. Nos dias em regime de claro/escuro, o ZT zero ¢ o momento em que a luz
acende e 0 ZT 12 quando ela apaga, sendo a transicao da luz abrupta. Os graficos representam
a média de atividade (média de Williams - eixo das ordenadas) entre os individuos de cada
espécie, monitorados independentemente, tendo suas atividades registradas a cada 30 minutos.
Os dados expressos nos graficos sofreram dois tratamentos para diminui¢do de ruido: a)
interpolagdo dos pontos de leitura de atividade logo apos as transicdes de luz (acender ou
apagar das luzes) e b) média movel entre trés pontos para cada valor de leitura de atividade,
evitando, porém, a mistura entre um ponto de leitura em fase clara e um em fase escura
(nesses casos, foi feita a média movel para dois pontos apenas).
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Proporcao de individuos ativos
(Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus)
em regime de escuro constante
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Figura 3.8: Propor¢do de individuos ativos para (A) Aedes aegypti (n= 14) e (B) Culex
quinquefasciatus (n= 16) monitorados ao longo de dois dias em regime de 12 horas de claro
(fundo branco) e 12 horas de escuro (fundo cinza) e quatro dias seguintes em regime de
escuro constante. O fundo listrado corresponde ao dia subjetivo (vide material e métodos). Os
graficos ilustram o segundo dia em regime de claro/escuro e os dois primeiros em escuro
constante. O eixo das abscissas indica o Zeitgeber Time (ZT) para o primeiro dia e o
Circadian Time (CT) para os dois ultimos dias. O ZT zero ¢ o momento em que a luz acende
e 0 ZT 12 quando ela apaga, sendo a transi¢ao da luz abrupta. Os graficos representam a
proporcao de individuos ativos (eixo das ordenadas) de cada espécie, tendo suas atividades
registradas a cada 30 minutos.
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Proporcao de individuos ativos
(Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus)
em regime de escuro constante
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Figura 3.9: Propor¢do de individuos ativos para (A) Aedes aegypti (n= 14) e (B) Culex
quinquefasciatus (n= 16) monitorados ao longo de dois dias em regime de 12 horas de claro
(fundo branco) e 12 horas de escuro (fundo cinza) e quatro dias seguintes em regime de
escuro constante. O fundo listrado corresponde ao dia subjetivo (vide material e métodos). Os
graficos ilustram o segundo dia em regime de claro/escuro e os dois primeiros em escuro
constante. O eixo das abscissas indica o Zeitgeber Time (ZT) para o primeiro dia e o
Circadian Time (CT) para os dois ultimos dias. O ZT zero ¢ o momento em que a luz acende
e o ZT 12 quando ela apaga, sendo a transi¢ao da luz abrupta. Os graficos representam a
proporcao de individuos ativos (eixo das ordenadas) de cada espécie, tendo suas atividades
registradas a cada 30 minutos. Os dados expressos nos graficos sofreram dois tratamentos
para diminuicdo de ruido: a) interpolacdo dos pontos de leitura de atividade logo apos as
transicdes de luz (acender ou apagar das luzes) e b) média mdvel entre trés pontos para cada
valor de leitura de atividade, evitando, porém, a mistura entre um ponto de leitura em fase
clara e um em fase escura (nesses casos, foi feita a média movel para dois pontos apenas).
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Proporcao de horas de atividade no dia e noite subjetivos
de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus
em regime de escuro constante
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Figura 3.10: Propor¢do de horas de atividade de Aedes aegypti (n= 14) e Culex
quinquefasciatus (n= 16). Valores baseados na observacao da atividade ao longo de dois dias
consecutivos em regime de escuro constante (fundo listrado: “dia subjetivo”; fundo cinza:
“noite subjetiva” - vide material e métodos) ilustrados na Figura 3.9. Andlise estatistica
indicou diferenca significativa na propor¢ao de atividade “diurna” (dia subjetivo) entre as
duas espécies (t5= 2,535; P=0,017).
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3.1.3 — Periodo da atividade em livre-curso (1)

Os experimentos de monitoramento do ritmo de atividade locomotora de Ae. aegypti e
Cx. quinquefasciatus em regime de escuro constante perduraram por dois dias a mais do que o
ilustrado nas figuras 3.6 a 3.9, perfazendo um total de quatro dias consecutivos em escuro
constante. O resultado do monitoramento da atividade locomotora ao longo destes quatro dias
foi utilizado para a determinagdo do periodo endégeno de cada espécie, ou seja, aquele que a
espécie mantém quando em livre-curso, representado pela letra grega t (tau) (vide
introdu¢do). O registro da ativiade foi convertido em proporcao de individuos ativos a cada
ponto de registro de atividade e calculada a média mdvel entre trés pontos ao longo de todo o
periodo dos quatro dias considerados. Com esses valores foram efetuados os célculos de
autocorrelacao para cada espécie.

O resultado do célculo de autocorrelacdo da atividade de Ae. aegypti em escuro
constante encontra-se graficamente exposto na Figura 3.11, e a de Cx. quinquefasciatus na
Figura 3.12. O grafico de autocorrelacdo de Ae. aegypti mostra um pico no lag 45, apontando
para um t de 22 horas e 30 minutos®. No caso de Cx. quinquefasciatus o grafico de
autocorrelagdo nao ¢ tdo claro, mas sugere um periodo de 24 horas. Entretanto, analise
utilizando média movel de cinco pontos aponta para T entre 22 e 23 horas, com pico entre 0s

lags 44 a 46 (dados nao mostrados).

© O registro da atividade era feito a cada 30 minutos (vide material e métodos). Desta forma, o pico de autocorrelagio recaindo sobre o lag 45
significa que o pico da atividade aconteceu em escuro constante no 45° registro de atividade. Trinta minutos = 0,5 hora. Entdo, dividindo 45
por 2 tem-se 0 momento do pico de atividade em horas, ou seja, 22,5 horas.
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Autocorrelagdo da atividade locomotora de Aedes aegypti
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Figura 3.11: Autocorrelagio da atividade locomotora de Aedes aegypti. Foram utilizados os
registros da atividade locomotora dos 14 individuos monitorados no experimento ilustrado na
Figura 3.6A considerando quatro dias nos quais os mosquitos foram mantidos em escuro
constante (os dois que aparecem na Figura 3.6A mais dois seguintes a eles, ndo ilustrados na
figura). Os dados foram convertidos em percentual de individuos ativos e ainda calculada a
média movel de trés pontos, e s6 entdo foi calculada a autocorrelagdo com 150 lags. O eixo
das abscissas indica o valor do coeficiente de autocorrelacao e o eixo das ordenadas indica o
lag da autocorrelagdo. O pico da primeira curva de valores positivos recai sobre o lag 45, o
que corresponde a um periodo (t) de 22 horas e 30 minutos.
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Autocorrelacdo da atividade locomotora de Culex quinquefasciatus
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Figura 3.12: Autocorrelagdo da atividade locomotora de Culex quinquefasiatus. Foram
utilizados os registros da atividade locomotora dos 16 individuos monitorados no experimento
ilustrado na Figura 3.6B, considerando quatro dias nos quais os mosquitos foram mantidos em
escuro constante (os dois que aparecem na Figura 3.9B mais dois seguintes a eles, nao
ilustrados na figura). Os dados foram convertidos em percentual de individuos ativos e ainda
calculada a média mével de trés pontos, e s6 entdo foi calculada a autocorrelagdo com 150
lags. O eixo das abscissas indica o valor do coeficiente de autocorrelagdo e o eixo das
ordenadas indica o /ag da autocorrelacdo. O pico da primeira curva ndo estd bem definido.
Parece recair no lag 48, o que indica periodo (t) de 24 horas, mas andlise utilizando média
movel de cinco pontos sugere periodo menor, entre 22 a 23 horas (pico entre os lags 44 e 46 —
resultados nao mostrados).
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3.2 — Curva de expressao circadiana dos genes de relogio em Aedes aegypti e

Culex quinquefasciatus

Foi investigado o padrdo de expressdo temporal dos genes de reldgio period, timeless,
cycle e Clock em cabeca de fémeas de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus mantidos em regime
de claro/escuro e escuro constante, bem como nos corpos de fémeas de Ae. aegypti mantidos
em claro/escuro. Os resultados da expressdo de cada gene nessas espécies encontram-se

descritos a seguir.

3.2.1 — Expressao em cabeca de fémea de Aedes aegypti

A expressdo de period em cabeca de fémeas de Ae. aegypti mantidas em regime de 12
horas de claro e 12 horas de escuro encontra-se ilustrada na Figura 3.13A. A andlise de
variancia (ANOVA) indicou diferenga altamente significativa da expressdo entre os ZT
(Fr136= 22,625; P<0,001) e o perfil do grafico evidencia um ciclo diario de grande amplitude
na abundancia de period. O valor mais baixo foi registrado no ZT 7 e o pico no ZT 17, sendo
da ordem de 50 vezes a diferenca na abundancia entre esses dois pontos. Andlise utilizando o
teste LSD demonstrou que a diferenca entre pico e vale do grafico também ¢ altamente
significativa (P< 0,001), e apontou ainda os ZTs 1 a 11 e 23 como significativamente
diferentes no pico, € os ZTs 1, 3 ¢ 9 a 23 como significativamente diferentes do vale (P<
0,05).

A Figura 3.13B ilustra o padrdo de expressao de period em cabega de fémeas de Ae.
aegypti mantidas em regime de escuro constante. Andlise de variancia (ANOVA) indicou
diferenca altamente significativa entre os CTs (£ 36= 22,530; P< 0,001) e o perfil do grafico
evidencia o padrdo ritmico da expressdo. Os pontos de menor e maior abundancia de period
foram registrados, respectivamente, nos CTs 7 e 17. A diferenca na expressao do gene entre
estes dois pontos, da ordem de 35 vezes, ¢ altamente significativa de acordo com o teste LSD
(P<0,001), que apontou ainda os CTs 1 a 13, 21 e 23 como significativamente diferentes no
pico, e 0s CTs 1, 3 e 11 a 23 como significativamente diferentes do vale (P< 0,05).

O perfil de expressdo de timeless em cabecga de fémeas de Ae. aegypti mantidas em
regime de 12 horas de claro e 12 horas de escuro estd ilustrada na Figura 3.14A. Apesar da
andlise de variancia (ANOVA) ter indicado diferenca ndo significativa entre ZTs (Fij36=

1,113; P= 0,379), foi efetuado o teste LSD, a titulo ilustrativo, que indicou diferenca
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significativa (P= 0,018) entre pico e vale do grafico, que recaem sobre os ZTs 13 e 23,
respectivamente. Ainda assim, a variacdo na expressao génica entre esses pontos ¢ de apenas
2,5 vezes. O mesmo teste LSD apontou os ZTs 3, 5, 9, 17 e 23 como significativamente
diferentes do pico, mas o ZT 13 como o unico significativamente diferente do vale (P< 0,05).

A expressao de timeless em cabega de fémeas de Ae. aegypti mantidas em escuro
constante encontra-se ilustrada na Figura 3.14B, e neste caso a analise de varidncia (ANOVA)
indicou diferenca altamente significativa entre os pontos analisados (F136= 5,299; P< 0,001),
e o perfil do grafico demonstra o padrao de ciclagem do gene. O registro do menor valor de
expressao de timeless foi nos CTs 5 e 7, enquanto o pico da expressdo no CT 15, e a diferenga
na abundancia do gene entre pico e vale do grafico foi de apenas 3 vezes. Teste LSD aponta
para diferenca altamente significativa entre os pontos de menor e maior abundincia de
expressdo génica (P< 0,001), indicando ainda os CTs 3 a 9 como significativamente
diferentes do pico e os CTs 11 a 23 como significativamente diferentes do vale (P< 0,05).

As Figuras 3.15A e 3.15B ilustram a expressao de cycle em cabeca de fémeas de Ae.
aegypti em regime de claro/escuro e escuro constante, respectivamente, € para ambas a analise
de variancia (ANOVA) indicou diferenca altamente significativa da expressdo entre os pontos
considerados: entre ZTs na Figura 3.15A (F1136= 8,026; P< 0,001) e entre CTs, na Figura
3.15B (Fii36= 13,717; P< 0,001). O ciclo circadiano da expressdo de cycle nas duas
condicdes ¢ evidenciado pelo perfil da curva de cada grafico. Em regime de claro/escuro
(Figura 3.15A), o pico de expressdo deste gene recai sobre o0 ZT 3 e o vale no ZT 11, sendo a
diferenga entre esses pontos da ordem de 12 vezes. Teste LSD demonstrou que a diferenca
entre pico e vale do grafico ¢ altamente significativa (P< 0,001), e apontou os ZTs 9 a 21
como significativamente diferentes no pico, e os ZTs 1 a 9 e 19 a 23 como significativamente
diferentes do vale (P< 0,05). A Figura 3.15B, que mostra o mesmo gene expresso em regime
de escuro constante, apresenta pico no CT 1 e vale no CT 15 com uma diferenca na
abundancia de cycle na ordem de 8 vezes. Teste de comparagdo LSD demonstrou que, neste
caso, a diferenca entre pico e vale do grafico também ¢ altamente significativa (P< 0,001), e
que sdo significativamente diferentes (P< 0,05) do picoos CTs 7a9edovaleosCTslalle
17 a23.

O padrao de expressao circadiana de Clock também foi investigado em regime de
claro/escuro (Figura 3.16A) e escuro constante (Figura 3.16B), mas a andlise de variincia
(ANOVA) indicou diferenga ndo significativa tanto entre ZTs, no grafico da Figura 3.16A
(F1136= 1,712; P= 0,131), quanto entre CTs, no grafico da Figura 3.16B (£ 3= 1,431; P=

0,222). Ainda assim, testes de comparagao LSD foram conduzidos em carater ilustrativo e
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indicaram diferencas significativas entre pico e¢ vale de ambos os graficos (Figura 3.16A: P=
0,010; Figura 3.16B: P< 0,018). Na Figura 3.16A, pico e vale recaem sobre os ZTs 3 ¢ 9,
respectivamente, ¢ a diferenca na abundancia de Clock é da ordem de 3 vezes. Teste LSD
apontou ainda os ZTs 9, 11 e 17 como significativamente diferentes do picoe ZTs 1 a 5,21 ¢
23 como significativamente diferentes do vale (P< 0,05). Na Figura 3.17B, o pico de
abundancia de Clock acontece no CT 21 e o valor mais baixo no CT 9, sendo a diferenca entre
eles em torno de 2,5 vezes. Para este grafico, Teste LSD indicou os CTs 9 e 13 como
significativamente diferentes do pico e CTs 1 e 21 como significativamente diferentes do vale

(P<0,05).
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Abundancia Relativa

Expressdo de period em cabeca de fémeas de Aedes aegypti
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Figura 3.13: Expressdo de period em cabeca de fémeas de Aedes aegypti. A) Expressao em
regime de 12 horas de luz (fundo branco) e 12 horas de escuro (fundo cinza). O eixo das
abscissas indica o Zeitgeber Time (ZT). O ZT zero ¢ o momento em que a luz acende e 0 ZT
12 quando ela apaga, sendo a transi¢do da luz abrupta. B) Expressdo em regime de escuro
constante; o eixo das abscissas indica o Circadian Time (CT) e o fundo em padrdo de listras
representa o “dia subjetivo” (vide material ¢ métodos), enquanto o fundo cinza representa a
“noite subjetiva”. Os graficos mostram os valores de abundancia relativa (eixo das ordenadas)
da expressao génica baseados na média entre quatro experimentos independentes e as barras
verticais representam uma faixa de varia¢do de valores baseados no erro padrao da média. O
eixo das ordenadas esta padronizado para valor maximo de 1,2 (parte da barra de erro do
ponto méaximo dos graficos foi cortada em funcdo da padronizagdo). A analise de variancia
(ANOVA) indicou diferenga altamente significativa tanto entre ZTs, no grafico A (Fi136=
22,625; P<0,001), quanto entre CTs, no grafico B (F;36= 22,530; P< 0,001). O pico de cada
grafico é apontado por W e o vale por W, e teste de comparagio LSD demonstrou que a
diferenca entre esses pontos em ambos os graficos também ¢ altamente significativa (P<
0,001). O grafico A sugere oscilagdo da abundancia de expressdo génica na ordem de 50
vezes, ¢ o grafico B de 35 vezes. Com base nos resultados do teste LSD, pontos
significativamente diferentes (P< 0,05) do pico sdo indicados por O e os diferentes do vale
por k.
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Abundancia Relativa

Expressdo de timeless em cabega de fémeas de Aedes aegypti

12 -
1,2
1,0 - 107
0.8 | 0.8 1
06 4 Vv 06
v

0,4 - 0.4 -
0,2 0,2
0,0}\}\}\}\}\}\}\}\}\}\}\;\0’0‘\}\‘\‘\}\‘\‘\}\‘\‘\}\‘\

1 3 5 7 9 11131517 19 21 23 ZT 1 3 5 7 9 11131517 19 21 23CT

oo o o (o) 0000O

%* * k kk k%

Figura 3.14: Expressdo de timeless em cabega de fémeas de dedes aegypti. A) Expressdo em
regime de 12 horas de luz (fundo branco) e 12 horas de escuro (fundo cinza). O eixo das
abscissas indica o Zeitgeber Time (ZT). O ZT zero ¢ o momento em que a luz acende e 0 ZT
12 quando ela apaga, sendo a transicdo da luz abrupta. B) Expressdo em regime de escuro
constante; o eixo das abscissas indica o Circadian Time (CT) e o fundo em padrao de listras
representa o “dia subjetivo” (vide material e métodos), enquanto o fundo cinza representa a
“noite subjetiva”. Os graficos mostram os valores de abundancia relativa (eixo das ordenadas)
da expressdo génica baseados na média entre quatro experimentos independentes e as barras
verticais representam uma faixa de variagdo de valores baseados no erro padrao da média. O
eixo das ordenadas estd padronizado para valor mdximo de 1,2. A andlise de variancia
(ANOVA) indicou diferenga nao significativa entre ZTs, no grafico A (Fii136= 1,113; P=
0,379), porém altamente significativa entre CTs, no grafico B (F1136= 5,299; P< 0,001). O
pico de cada grafico é apontado por W e o vale por W, e teste de comparagio LSD
demonstrou que a diferenca entre esses pontos em ambos os graficos € significativa (grafico
A: P=0,018; grafico B: P<0,001). O grafico A sugere oscilagdo da abundancia de expressao
génica na ordem de 2,5 vezes, e o grafico B de 3 vezes. Com base nos resultados do teste
LSD, pontos significativamente diferentes (P< 0,05) do pico sdo indicados por O e os
diferentes do vale por *. A rigor o calculo de LSD nao ¢ aplicavel em dados cuja analise de
variancia ndo ¢é significativa, como a representada no grafico A, mas aqui foi mostrada a titulo
ilustrativo.
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Abundancia Relativa

Expressdo de cycle em cabeca de fémeas de Aedes aegypti
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Figura 3.15: Expressao de cycle em cabeca de fémeas de Aedes aegypti. A) Expressao em
regime de 12 horas de luz (fundo branco) e 12 horas de escuro (fundo cinza). O eixo das
abscissas indica o Zeitgeber Time (ZT). O ZT zero ¢ o momento em que a luz acende e 0 ZT
12 quando ela apaga, sendo a transicdo da luz abrupta. B) Expressdo em regime de escuro
constante; o eixo das abscissas indica o Circadian Time (CT) e o fundo em padrao de listras
representa o “dia subjetivo” (vide material e métodos), enquanto o fundo cinza representa a
“noite subjetiva”. Os graficos mostram os valores de abundancia relativa (eixo das ordenadas)
da expressdo génica baseados na média entre quatro experimentos independentes e as barras
verticais representam uma faixa de variacdo de valores baseados no erro padrao da média. O
eixo das ordenadas estd padronizado para valor maximo de 1,2 (parte da barra de erro do
ponto maximo do grafico A foi cortada em fung¢do da padronizagao). Cada grafico foi
estabelecido pela média entre quatro experimentos independentes e as barras verticais
representam o erro padrdo da média. A analise de variancia (ANOVA) indicou diferenga
altamente significativa tanto entre ZTs, no grafico A (F1136= 8,026; P< 0,001) quanto entre
CTs, no grafico B (Fi136= 13,717; P< 0,001). O pico de cada grafico ¢ apontado por W ¢ o
vale por ¥, e o teste LSD demonstrou que a diferenca entre esses pontos em ambos os
graficos também ¢ altamente significativa (P< 0,001). O grafico A sugere oscilacdo da
abundancia de expressdo génica na ordem de 12 vezes, e o grafico B de 8 vezes. Com base
nos resultados do teste LSD, pontos significativamente diferentes (P< 0,05) do pico sao
indicados por O e os diferentes do vale por k.
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Abundancia Relativa

Expressdo de Clock em cabega de fémeas de Aedes aegypti
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Figura 3.16: Expressao de Clock em cabega de fémeas de Aedes aegypti. A) Expressao em
regime de 12 horas de luz (fundo branco) e 12 horas de escuro (fundo cinza). O eixo das
abscissas indica o Zeitgeber Time (ZT). O ZT zero ¢ o momento em que a luz acende e 0 ZT
12 quando ela apaga, sendo a transicdo da luz abrupta. B) Expressdo em regime de escuro
constante; o eixo das abscissas indica o Circadian Time (CT) e o fundo em padrao de listras
representa o “dia subjetivo” (vide material e métodos), enquanto o fundo cinza representa a
“noite subjetiva”. Os graficos mostram os valores de abundancia relativa (eixo das ordenadas)
da expressdo génica baseados na média entre quatro experimentos independentes e as barras
verticais representam uma faixa de variacdo de valores baseados no erro padrao da média. O
eixo das ordenadas estd padronizado para valor maximo de 1,2 (parte da barra de erro do
ponto maximo do grafico B foi cortada em fun¢do da padronizacao). A analise de variancia
(ANOVA) indicou diferen¢a ndo significativa tanto entre ZTs, no grafico A (Fi136= 1,712; P=
0,131), quanto entre CTs, no grafico B (F1136= 1,431; P= 0,222). O pico de cada grafico ¢
apontado por W ¢ o vale por W, ¢ teste de comparagio LSD demonstrou que a diferenca entre
esses pontos em ambos os graficos € significativa (grafico A: P=0,010; grafico B: P< 0,018).
O grafico A sugere oscilagdo da abundéancia de expressdo génica na ordem de 3 vezes, € o
grafico B de 2,5 vezes. Com base nos resultado do teste LSD, pontos significativamente
diferentes (P< 0,05) do pico sdo indicados por O e os diferentes do vale por *. A rigor o
calculo de LSD nao ¢ aplicavel em distribui¢do cuja analise de varidncia ndo ¢ significativa,
como a representada no grafico A, mas aqui foi mostrada a titulo ilustrativo.
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3.2.2 — Expressao em corpo de féemea de Aedes aegypti

Dentre os quatro experimentos de 12 amostras temporais coletadas num intervalo de
24 horas em regime de 12 horas de claro e 12 horas, os corpos (decapitados) de trés deles
foram usados para verificagao do padrdo de expressao dos genes de reldgio period, timeless e
cycle, e dois para Clock, e encontram-se ilustrada na Figura 3.17, nos graficos A, B, C e D,
respectivamente. A andlise de varidncia (ANOVA) indicou s6 haver diferenca significativa
entre ZTs para period, no grafico A (F1123= 2,744; P= 0,020), ndo sendo significativa para
timeless, no grafico B (F123= 1,334; P=0,269), cycle, no grafico C (F;24= 1,435; P=0,221),
nem para Clock, no grafico D (F;23= 0,958; P=0,958). Teste LSD foi conduzido para todos
os graficos para determinar se a diferenga entre pico e vale de cada um deles era significativa.
No caso dos graficos B, C e D ndo ¢é tecnicamente cabivel esta analise por conta do resultado
do teste de varidncia, mas, mesmo assim, o teste LSD foi realizado a titulo ilustrativo. Os
resultados foram diferengas significativas apenas entre pico e vale nos graficos A (P= 0,002),
B (P= 0,013) e C (P= 0,020). Ainda com base nos resultados do teste LSD, pontos
significativamente diferentes (P< 0,05) do pico no grafico A sdo os ZTs 1 a 3, e do vale os
ZTs 11 a 23. No grafico B, apenas o ZT 5 ¢ significativamente diferente do picoe os ZTs 1, 9,
13, 15 e 19 a 23 diferentes do vale (P< 0,05). No grafico C, os ZTs 13 e 17 a 21 sdo
significativamente diferentes do pico e os ZTs 5 e 7 diferentes do vale (P< 0,05). A ordem de
grandeza da oscilagdo da abundancia de expressao génica nos graficos ¢ de 5 vezes no grafico

A, 1,8 vezes no grafico B e 2 vezes no grafico C.
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Figura 3.17: Expressdo em regime de 12 horas de luz (fundo branco) e 12 horas de escuro
(fundo cinza) dos genes (A) period, (B) timeless, (C) cycle e (D) Clock em corpo (decapitado)
de fémeas de Aedes aegypti. O eixo das abscissas indica o Zeitgeber Time (ZT). O ZT zero € o
momento em que a luz acende e o ZT 12 quando ela apaga, sendo a transi¢do da luz abrupta.
Os graficos mostram os valores de abundancia relativa (eixo das ordenadas) da expressao
génica baseados na média entre trés experimentos independentes, no caso dos graficos A, B e
C, e dois experimentos no caso do grafico D, e as barras verticais representam uma faixa de
variacdo de valores baseados no erro padrao da média. O eixo das ordenadas estd padronizado
para valor méximo de 1,2 (parte da barra de erro foi algumas vezes cortada em funcdo da
padronizagdo: grafico A nos ZTs 17 e 19; grafico B no ZT 21 e no grafico C nos ZTs 9, 13,
15, e 21). A analise de variancia (ANOVA) indicou s6 haver diferenca significativa entre ZTs
para period, no grafico A (F1123= 2,744; P= 0,020), ndo sendo significativa para timeless, no
grafico B (F1123= 1,334; P=0,269), cycle, no grafico C (F;24= 1,435; P=0,221), nem para
Clock, no grafico D (Fi1.23= 0,958; P= 0,958). O pico de cada grafico ¢ apontado por W ¢ o
vale por W, ¢ o teste LSD demonstrou que a diferenca entre esses pontos ¢ significativa nos
graficos A (P=0,002), B (P=0,013) e C (P= 0,020). Apesar de ndo cabivel devido a andlise
de variancia ndo indicar diferengas significativas entre ZTs, o teste de LSD para os graficos B,
C e D foi conduzido a titulo ilustrativo também para os valores desses graficos. O grafico A
sugere oscilacdo da abundancia de expressdo génica na ordem de 5 vezes, o grafico B de 1,8
vezes e o C de 2 vezes. Com base nos resultados do teste LSD, pontos significativamente
diferentes (P< 0,05) do pico sdo indicados por O e os diferentes do vale por *.
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3.2.3 — Expressao em cabeca de fémea de Culex quinquefasciatus

A expressdo de period em cabega de fémeas de Cx. quinquefasciatus mantidas em
regime de 12 horas de claro e 12 horas de escuro encontra-se ilustrada na Figura 3.18A, e em
regime de escuro constante na Figura 3.18B. A andlise de variancia (ANOVA) indicou
diferenca altamente significativa da expressao entre os ZT na Figura 3.18A (F1,12= 179,683;
P< 0,001) e entre os CTs na Figura 3.18B (Fi;1,1o= 51,981; P< 0,001), sendo o perfil de
ciclagem da abundancia da expressdo génica em cada condi¢do evidenciada por cada os
graficos, que sugerem amplitude de mais de 50 vezes entre pico e vale em ambos. Teste LSD
comprovou ser a diferenga entre pico e vale altamente significativa nos dois graficos (P<
0,001). Na Figura 3.18A, o valor mais baixo foi registrado no ZT 5, seguido do ZT 7 com
valor praticamente idéntico, e o mais alto registrado no ZT 17. O teste LSD apontou ainda os
ZTs 1 a 11, 21 e 23 como significativamente diferentes do pico e ZTs 1, 3 ¢ 9 a 23 com
significativamente diferentes do vale (P< 0,05). Na Figura 3.18B, o valor mais baixo foi
registrado no CT 7 e mais alto no CT 17. Teste LSD indicou os CTs 1 a 11, 21 e 23 como
significativamente diferentes do pico e CTs 1, 3 ¢ 9 a 23 como significativamente diferentes
do vale (P<0,05).

A Figura 3.19 ilustra o resultado da expressdo de timeless, em intervalo de 24 horas,
em cabeca de fémeas de Cx. quinquefasciatus, em regime de claro/escuro (Figura 3.19A) e
escuro constante (Figura 3.19B). A andlise de varidncia (ANOVA) indicou diferenca
significativa tanto entre ZTs, no grafico A (Fi;,1.= 8,397; P< 0,001), quanto entre CTs, no
grafico B (Fi1.12= 58,379; P< 0,001), e teste de comparacdo LSD demonstrou diferencas
altamente significativas entre pico e vale em ambos os graficos (P< 0,001). Na Figura 3.19A,
0 pico recai sobre o ZT 17 que, também de acordo com o teste LSD, ¢ significativamente
diferente dos ZTs 1 a 3 (P< 0,05). O vale recai sobre o ZT 3, que ¢ significativamente
diferente dos ZTs 9 a 11. A amplitude de abundancia da expressao gé€nica neste grafico fica
em torno de 8 vezes. Na Figura 3.19B, o CT 15 configura o pico e ¢ significativamente
diferente dos CTs 1 a 13 e 19 a 23, enquanto o vale localiza-se no CT 5 e ¢ significativamente
diferente dos CTs 1 ¢ 9 a 23 (P< 0,05). A amplitude de abundancia da expressdao génica neste
grafico fica em torno de 10 vezes.

As Figuras 3.20A e 3.20B ilustram os resultados da expressdo de cycle em intervalo de
24 horas, respectivamente em regime de claro/escuro e escuro constante. A andlise de
variancia (ANOVA) indicou diferencga altamente significativa tanto entre ZTs, no grafico A

(Fr1.12= 15,218; P< 0,001), quanto entre CTs, no grafico B (F1,12= 23,649; P< 0,001). Teste
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LSD demonstrou que a diferenga entre pico € vale em ambos os graficos também ¢ altamente
significativa (P< 0,001). O mesmo teste indica ainda que na Figura 3.20A os ZTs 5 a 23 sdo
significativamente diferentes do pico, que recai sobre o ZT 1, e os ZTs 1 a3 e 15 a 23
significativamente diferentes do vale, no ZT 11 (P< 0,05). Na Figura 3.20B o pico encontra-
se no CT 3 e ¢ significativamente diferente dos CTs 9 a 19, enquanto o vale, no CT 13, ¢
significativamente diferente dos CTs 1 a 11 e 17 a 23 (P< 0,05). A amplitude de abundancia
da expressao génica nos graficos da Figura 3.20 ficaram entre 16 vezes no grafico A e 9 vezes
no grafico B.

Os resultados da expressdo de Clock em cabega de fémeas de Cx. quinquefasciatus
mantidas em regime de claro/escuro e escuro constante estdo representados nas Figuras 3.21A
e 3.21B, respectivamente. A andlise de varidncia (ANOVA) indicou diferenca ndo
significativa tanto entre ZTs, no grafico A (F11,1.= 1,823; P= 0,158), quanto entre CTs, no
grafico B (Fio11= 2,615; P= 0,065). Apesar de ndo ser adequado para amostras com
resultados nao significativos na anélise de variancia, o teste LSD foi feito a titulo ilustrativo e
apontou diferencas altamente significativas entre pico e vale em ambos os graficos (grafico A:
P=0,013; grafico B: P< 0,002). O mesmo teste indica que, na Figura 3.21A, os ZTs 9 a 15
seriam significativamente diferentes do pico, no ZT 1, e que os ZTs 1 e 23 diferentes do vale,
no ZT 11 (P< 0,05). Na Figura 3.21B, os CTs 9 a 11 aparecem com significativamente
diferentes do pico, no CT 21, e os CTs 1 a 5, 15, 17, 21 e 23 como significativamente
diferentes do vale, no CT 11 (P< 0,05). Pela diferenca registrada entre pico e vale nos
graficos da Figura 3.21, ¢é sugerida amplitude de abundancia da expressao de Clock na faixa

de duas vezes na Figura 3.21A e de trés na Figura 3.21B.
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Abundancia Relativa

Expressdo de period em cabega de fémeas de Culex quinquefasciatus
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Figura 3.18: Expressdo de period em cabeca de fémeas de Culex quinquefasciatus. A)
Expressao em regime de 12 horas de luz (fundo branco) e 12 horas de escuro (fundo cinza). O
eixo das abscissas indica o Zeitgeber Time (ZT). O ZT zero é o momento em que a luz acende
e 0 ZT 12 quando ela apaga, sendo a transi¢cao da luz abrupta. B) Expressdao em regime de
escuro constante; o eixo das abscissas indica o Circadian Time (CT) e o fundo em padrao de
listras representa o “dia subjetivo” (vide material e métodos), enquanto o fundo cinza
representa a “noite subjetiva”. Os graficos mostram os valores de abundancia relativa (eixo
das ordenadas) da expressdo génica baseados na média entre dois experimentos
independentes, e as barras verticais representam uma faixa de variacdo de valores baseados no
erro padrao da média. O eixo das ordenadas estd padronizado para valor maximo de 1,2. A
analise de varidncia (ANOVA) indicou diferenga significativa tanto entre ZTs, no grafico A
(F11.12= 179,683; P< 0,001), quanto entre CTs, no grafico B (F11,12= 51,981; P< 0,001). Os
graficos sugerem oscilagdo da abundancia de expressdao génica na ordem de mais de 50 vezes.
O pico de cada gréfico ¢ apontado por W ¢ o vale por ¥, e o teste LSD demonstrou que a
diferenca entre esses pontos em ambos os graficos também ¢ altamente significativa (P<
0,001). Com base nos resultados do teste LSD, pontos significativamente diferentes (P< 0,05)
do pico sao indicados por O ¢ os diferentes do vale por k.
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Abundancia Relativa

Expressdo de timeless em cabega de fémeas de Culex quinquefasciatus
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Figura 3.19: Expressdo de timeless em cabega de fémeas de Culex quinquefasciatus. A)
Expressao em regime de 12 horas de luz (fundo branco) e 12 horas de escuro (fundo cinza). O
eixo das abscissas indica o Zeitgeber Time (ZT). O ZT zero é o momento em que a luz acende
e 0 ZT 12 quando ela apaga, sendo a transicao da luz abrupta. B) Expressdao em regime de
escuro constante; o eixo das abscissas indica o Circadian Time (CT) e o fundo em padrao de
listras representa o “dia subjetivo” (vide material e métodos), enquanto o fundo cinza
representa a “noite subjetiva”. Os graficos mostram os valores de abundancia relativa (eixo
das ordenadas) da expressdo génica baseados na média entre dois experimentos
independentes, e as barras verticais representam uma faixa de variacdo de valores baseados no
erro padrao da média. O eixo das ordenadas estd padronizado para valor maximo de 1,2 (parte
da barra de erro do ZT 13 do gréfico A foi cortada em funcdo da padronizagdo). A andlise de
varidncia (ANOVA) indicou diferenca significativa tanto entre ZTs, no grafico A (Fi1.12=
8,397; P< 0,001), quanto entre CTs, no grafico B (Fi;,1.= 58,379; P< 0,001). O grafico A
sugere oscilacdo da abundancia de expressao génica na ordem de 8 vezes, ¢ o grafico B de 10
vezes. O pico de cada grafico ¢ apontado por W e o vale por W, e teste de comparagdo LSD
demonstrou que a diferenca entre esses pontos em ambos os graficos também ¢ altamente
significativa (P< 0,001). Com base nos resultados do teste LSD, pontos significativamente
diferentes (P< 0,05) do pico sdo indicados por O e os diferentes do vale por .
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Abundancia Relativa

Expressdo de cycle em cabeca de fémeas de Culex quinquefasciatus
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Figura 3.20: Expressdo de cycle em cabeca de fémeas de Culex quinquefasciatus. A)
Expressdao em regime de 12 horas de luz (fundo branco) e 12 horas de escuro (fundo cinza). O
eixo das abscissas indica o Zeitgeber Time (ZT). O ZT zero ¢ o momento em que a luz acende
e o ZT 12 quando ela apaga, sendo a transicdo da luz abrupta. B) Expressdo em regime de
escuro constante; o eixo das abscissas indica o Circadian Time (CT) e o fundo em padrdo de
listras representa o “dia subjetivo” (vide material e métodos), enquanto o fundo cinza
representa a “noite subjetiva”. Os graficos mostram os valores de abundancia relativa (eixo
das ordenadas) da expressio génica baseados na média entre dois experimentos
independentes, e as barras verticais representam uma faixa de variacdo de valores baseados no
erro padrao da média. O eixo das ordenadas estd padronizado para valor maximo de 1,2 (parte
da barra de erro do primeiro ponto de cada grafico foi cortada em fungdo da padronizagdo). A
analise de varidncia (ANOVA) indicou diferenga significativa tanto entre ZTs, no grafico A
(F11.12= 15,218; P<0,001), quanto entre CTs, no grafico B (£1;,12= 23,649; P< 0,001). O pico
de cada grafico é apontado por W ¢ o vale por ¥, e teste de comparagio LSD demonstrou que
a diferenga entre esses pontos em ambos os graficos também ¢ altamente significativa (P<
0,001). O grafico A sugere oscilagdo da abundancia de expressdo génica na ordem de 16
vezes, € o grafico B de 9 vezes. Com base nos resultados do teste LSD, pontos
significativamente diferentes (P< 0,05) do pico sdo indicados por O e os diferentes do vale
por *k.
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Abundancia Relativa

Expressdo de Clock em cabega de fémeas de Culex quinquefasciatus
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Figura 3.21: Expressdo de Clock em cabega de fémeas de Culex quinquefasciatus. A)
Expressdo em regime de 12 horas de luz (fundo branco) e 12 horas de escuro (fundo cinza). O
eixo das abscissas indica o Zeitgeber Time (ZT). O ZT zero é o momento em que a luz acende
e o ZT 12 quando ela apaga, sendo a transicdo da luz abrupta. B) Expressdo em regime de
escuro constante; o eixo das abscissas indica o Circadian Time (CT) e o fundo em padrao de
listras representa o “dia subjetivo” (vide material e métodos), enquanto o fundo cinza
representa a “noite subjetiva”. Os graficos mostram os valores de abundancia relativa (eixo
das ordenadas) da expressio génica baseados na média entre dois experimentos
independentes, e as barras verticais representam uma faixa de variacdo de valores baseados no
erro padrdo da média. O eixo das ordenadas estd padronizado para valor maximo de 1,2.
Houve problema técnico na leitura do CT19 e este ponto foi interpolado no grafico (linha
mais fina). A anélise de varidncia (ANOVA) indicou diferenca ndo significativa tanto entre
ZTs, no grafico A (F1.12= 1,823; P= 0,158), quanto entre CTs, no grafico B (F0.11= 2,615;
P= 0,065). O pico de cada grafico ¢ apontado por W e o vale por ¥, e o teste LSD
demonstrou que a diferenca entre esses pontos em ambos os graficos é significativa (grafico
A: P=0,013; grafico B: P<0,002). O grafico A sugere oscilagdo da abundancia de expressao
génica na ordem de 2 vezes, e o grafico B de 3 vezes. Com base nos resultados do teste LSD,
pontos significativamente diferentes (P< 0,05) do pico sdo indicados por O e os diferentes do
vale por *. Apesar de, a rigor, o calculo de LSD ndo ser aplicavel em dados cuja analise de
variincia ndo apresentou diferencas significativas, como as representadas nos graficos A e B,
os pontos sdo indicados com carater ilustrativo.
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3.2.4 — Correlacio intra e inter especifica da expressao dos genes de relogio

Analises de correlagdo de Spearman foram realizadas com os resultados expostos nos
itens 3.2.1, 3.2.2 e 3.2.3 com o objetivo de comparar as curvas de expressao génica em varias
combinagdes possiveis. Os resultados de tais calculos encontram-se listados nas Tabelas 3.1 a
3.6. A primeira categoria de correlagdes envolve comparagdes entre os genes de relogio
dentro de um mesmo grupo de amostras, e estdo listadas nas tabelas 3.1 a 3.5. Na Tabela 3.1
encontram-se as correlagdes entre as curvas de expressao génica dos genes de relogio period,
timeless, cycle e Clock em cabecas de Ae. aegypti, em regime de 12 horas de claro e 12 horas
de escuro, e indicam correlagdo significativa e negativa entre a curva de expressdo do gene
cycle e period ((ry)1,=-0,622; P=0,031), assim como entre cycle e timeless ((rs)12=-0,657; P=
0,020). Entre cycle e Clock foi encontrada correlacao significativa e positiva ((r5)12= 0,811;
P=0,001).

Os coeficientes de correlacdo entre esses genes em cabega de Ae. aegypti em regime
de escuro constante encontram-se na Tabela 3.2, e foram significativos positivamente entre
period e timeless ((rs)12= 0,902; P< 0,001) e entre cycle e Clock ((rs)12= 0,650; P= 0,022).
Correlagdo negativa um pouco acima do limite de significancia foi encontrada entre timeless e
cycle ((ry)12=-0,502; P=0,096).

As mesmas comparagdes foram feitas entre a expressdo dos genes de relogio em corpo
de fémeas de Ae. aegypti mantidas em regime de 12 horas de claro e 12 horas de escuro
(Tabela 3.3), e foi encontrada correlagdo positiva altamente significativa entre period e cycle
((r5)12= 0,895; P< 0,001) e positiva um pouco além do limite de significancia entre timeless e
Clock ((r)12= 0,517; P=0,085).

Para Cx. quinquefasciatus também foram feitos calculos de correlacdo entre a
expressao dos genes de relogio em cabeca de fémeas mantidas em regime de 12 horas de claro
e 12 horas de escuro, expostos na Tabela 3.4, onde valores positivos altamente significativos
foram encontrados entre period e timeless ((r5)12= 0,949; P< 0,001) e entre cycle e Clock
((r91= 0,813; P= 0,001). Correlagdo negativa significativa foi encontrada quando
comparados os genes period e cycle ((rs)12= -0,671; P= 0,017) e timeless e cycle ((rs)12= -
0,774; P=0,003).

Os coeficientes de correlacdo dessas mesmas comparagdes feitas em resultados de
expressao de genes de relogio em cabeca de Cx. quinquefasciatus mantidos em escuro

constante estao listados na Tabela 3.5, onde vé-se valores positivos significativos entre period
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e timeless ((rs)12= 0,972; P< 0,001) e entre cycle e Clock ((rs)11= 0,665; P= 0,026).
Coeficiente negativo significativo foi encontrado para cycle e period ((rs)i2= -0,623; P=
0,030) e cycle e timeless ((r5)12= -0,722; P=0,008).

A segunda categoria de correlagdes envolve comparagdes das curvas de expressao dos
genes de relogio gene a gene entre diferentes tipos de amostra, € encontram-se listadas na
Tabela 3.6. Quando comparadas as amostras de Ae. aegypti em regime de claro/escuro com
aquelas em escuro constante, foram encontradas correlagdes positivas altamente significativas
para period ((r5)12= 0,986; P< 0,001) e cycle ((ry)12= 0,874; P< 0,001), e para Clock o valor
ficou no limite de significancia ((ry);2= 0,559; P= 0,059). A mesma comparagdo para Cx.
quinquefasciatus (regime de claro/escuro com regime de escuro constante) indicou valores de
correlacdo positiva altamente significativa para todos os quatro genes de reldgio analisados
(period: (r5)12= 0,979; P< 0,001, timeless: (ry)1o= 0,921; P< 0,001, cycle: (r5)1= 0,925; P<
0,001, Clock: (rs)11= 0,800; P=0,003).

Para Ae. aegypti ainda foram feitas comparagdes da expressao dos genes de reldgio
entre cabeca e corpo, sendo positivas e significativas apenas as correlagdes entre period
((r9)12= 0,909; P< 0,001) e cycle ((rs)12= 0,615; P=0,033).

Comparagdes da expressdo génica inter-especifica (entre Ae. aegypti e Cx.
quinquefasciatus) foram feitas para mosquitos mantidos em regime de claro/escuro, sendo
altamente significativas e positivas as correlagdes entre period ((75)12= 0,965; P<0,001), cycle
((rs)12= 0,951; P< 0,001) e Clock ((rs)1= 0,827; P= 0,001). As mesmas comparagdes em
mosquitos mantidos em regime de escuro constante indicaram correlagdo positiva altamente
significativa para todos os quatro genes de reldgio analisados (period: (rs)12= 0,986; P< 0,001,
timeless: (rs)12= 0,944; P< 0,001, cycle: (r5)1.= 0,956; P< 0,001 e Clock: (rs)11= 0,682; P=
0,021).
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Tabela 3.1: Coeficientes de correlacao de Spearman (rs) entre expressao dos genes de reldgio
period, timeless, cycle e Clock em cabegas de Aedes aegypti, em regime de 12 horas de claro e
12 horas de escuro.

Ae. aegypti
cabecas - claro/escuro timeless cycle Clock
period (o)1= 0,217 (P=0,499) (79)12=-0,622 (P=0,031)  (ry)1=-0,343 (P=0,276)
timeless (ro)1=-0,657 (P=0,020)  (7y)1>=-0,517 (P=0,085)
cycle (r9)12= 0,811 (P=0,001)

Tabela 3.2: Coeficientes de correlacdo de Spearman (rs) entre expressao dos genes de relogio
period, timeless, cycle e Clock em cabecas de Aedes aegypti, em regime de escuro constante.

Ae. aegypti
cabegas - escuro constante timeless cycle Clock
period (r9)12= 0,902 (P< 0,001) (ry)1= -0,406 (P=0,191) (r9)12= 0,133 (P=0,681)
timeless (1= -0,502 (P=0,096)  (r,)1>=-0,004 (P=0,991)
cycle (r9)12= 0,650 (P=0,022)

Tabela 3.3: Coeficientes de correlacdo de Spearman (rs) entre expressao dos genes de relogio
period, timeless, cycle e Clock em corpos de Aedes aegypti, em regime 12 horas de claro e 12
horas de escuro.

Ae. aegypti
corpos - claro/escuro timeless cycle Clock
period (r5)12= 0,343 (P=0,276) (o)1= -0,895 (P<0,001) (r)12= 0,231 (P=0,471)
timeless (r9)12= 0,147 (P= 0,649) (r)12= 0,517 (P=0,085)
cycle (1= 0,301 (P=0,342)

Tabela 3.4: Coeficientes de correlacdo de Spearman (r;) entre expressao dos genes de relogio
period, timeless, cycle e Clock em cabecas de Culex quinquefasciatus, em regime de 12 horas
de claro e 12 horas de escuro.

Cx. quinquefasciatus

cabegas - claro/escuro timeless cycle Clock
period (r12= 0,949 (P<0,001)  (r)1=-0,671 (P=0,017)  (ry)12= -0,322 (P=0,307)
timeless (r9)12=-0,774 (P=0,003)  (r,)1,=-0,419 (P=10,175)
cycle (r9)1,= 0,813 (P=0,001)
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Tabela 3.5: Coeficientes de correlacao de Spearman (rs) entre expressao dos genes de reldgio
period, timeless, cycle e Clock em cabegas de Culex quinquefasciatus, em regime de escuro
constante.

Cx. quinquefasciatus

cabecas - escuro constante timeless cycle Clock*
period (o)1= 0,972 (P< 0,001) (r)12=-0,623 (P=0,030)  (ry);;= 0,018 (P=0,958)
timeless (r91=-0,722 (P=0,008)  (ry)1,=-0,118 (P=0,729)
cycle (r9)11= 0,665 (P=0,026)

Tabela 3.6: Coeficientes de correlacdo de Spearman (rs) para a comparagao entre a expressao
dos genes de relégio period, timeless, cycle e Clock e a expressao desses mesmos genes em
duas amostras distintas, indicadas na primeira coluna.

period timeless cycle Clock
Expressdo em cabega de Aedes aegypti (r9)12= 0,986  (r)1=0,337  (r)12= 0,874 (r9)1= 0,559
regime claro/escuro X escuro constante (P<0,001) (P=10,284) (P<0,001) (P=10,059)
Expressao em cabega de Culex quinquefasciatus (79)12=0,979  (r)12= 0,921  (7r,)1,= 0,925 (75)11= 0,800
regime claro/escuro X escuro constante (P<0,001) (P<0,001) (P<0,001) (P=0,003)
Expressao em Aedes aegypti em regime claro/escuro (79)12= 0,909  (r)1>= 0,238  (r))12= 0,615 (r9)12=-0,119
cabega X corpo (P<0,001) (P=0,457) (P=0,033) (P=0,713)
Culex quinquefasciatus X Aedes aegypti (r)12= 0,965  (r),=0,445  (r,)1,= 0,951 (r9)1= 0,827
Expressdo em cabega em regime claro/escuro (P<0,001) (P=0,147) (P<0,001) (P=10,001)
Culex quinquefasciatus X Aedes aegypti (r)12=0,986  (r)1=0,944  (ry)= 0,956 (r11= 0,682
Expressao em cabega em regime de escuro constante (P<0,001) (P<0,001) (P<0,001) (P=10,021)
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3.3 — Efeito da inseminacio e alimentacio sangiiinea na expressao de genes de

relogio em Aedes aegypti

A expressao de period, timeless, cycle e Clock foi investigada em cabeca e corpo de
grupos de quatro categorias diferentes de fémeas de Ae. aegypti, cada uma em um peculiar
estado fisiolégico: 1) virgens e ndo alimentadas com sangue, 2) inseminadas e nao
alimentadas com sangue, 3) virgens alimentadas com sangue ¢ 4) inseminadas e alimentadas
com sangue. Os resultados dessas analises referentes a expressao génica na cabeca das fémeas
encontram-se ilustrados Figura 3.22, e os resultados referentes aos corpos na Figura 3.23.
Cada figura apresenta um grafico para cada gene, comparando a expressdo do gene em
questdo entre as quatro categorias de fémeas de Ae. aegypti nos diferentes estados
fisiologicos. Calculos de analise de variancia (ANOVA) de dois fatores foram executados
para avaliar o efeito da inseminacdo e da ingestdo de sangue, bem como o efeito da interacao
entre essas duas varidveis, na expressdo de cada gene analisado. Esses célculos foram
realizados independentemente para corpo e cabega e os resultados encontram-se na legenda
das respectivas figuras (Figuras 3.22 e 3.23).

Os resultados em cabeca de fémeas de Ae. aegypti (Figura 3.22) ndo mostram efeito
significativo da inseminacdo, isoladamente, na expressdo de period (F 4= 3,140; P= 0,098),
timeless (F115= 1,289; P=0,274), cycle (F16= 1,173; P=0,295) ou Clock (F'i 5= 0,802; P=
0,385). Entretanto, o efeito da alimentacdo foi significativo para period (F 4= 15,637; P=
0,001) e cycle (F1.16= 6,917; P=0,018), e ficou perto do limite de significancia para timeless
(F1a5= 3,901; P= 0,067) e Clock (Fii5= 3,159; P= 0,096). O efeito da intera¢do entre
inseminagdo e alimentacdo nao foi significativo em nenhum dos genes: period (F) 4= 0,020;
P=0,888), timeless (F1,15= 1,622; P= 0,222), cycle (F16= 2,896; P= 0,108) e Clock (F 5=
0,115; P=0,739).

A Figura 3.23 expde de forma equivalente os resultados obtidos nas amostras dos
corpos das fémeas. Neste caso, o efeito da inseminagdo também nao foi significativo na
expressao de nenhum dos quatro genes: period (Fi15s= 1,554; P= 0,232), timeless (F 6=
1,162; P=0,297), cycle (F116= 1,090; P=0,312) e Clock (F) 16= 1,352; P=0,262). Contudo, o
efeito da alimentacdo foi significativo para todos eles: period (F) ;5= 36,353; P< 0,001),
timeless (F16= 8,562; P= 0,010), cycle (Fi16= 6,635; P= 0,020) e Clock (Fi.16= 9,364; P=
0,007). Assim como verificado para a expressao génica na cabega, o efeito da interagdo entre

inseminacao e alimentacao na expressao dos genes de reldgio no corpo das fémeas também
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ndo foi significativo para nenhum dos quatro genes (period: F 5= 2,076; P< 0,170; timeless:

F1,16: 0,213, P= 0,650, cycle: F1’1(,: 1,006, P= 0,331, e Clock: F1’1(,: 0,085, P= 0,775)
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Figura 3.22: Expressao dos genes (A) period, (B) timeless, (C) cycle e (D) Clock em cabega de fémeas de Aedes aegypti. Os graficos mostram os
valores de abundancia relativa (eixo das ordenadas) da expressdo génica de quatro categorias: fémeas virgens (e ndo alimentadas com sangue),
inseminadas (e nao alimentadas com sangue), virgens alimentadas com sangue e inseminadas alimentadas com sangue, representadas nas quatro
colunas de cada grafico, e normalizados pela categoria “fémeas virgens ndo alimentadas com sangue” (primeira barra de cada um dos gréficos).
Os valores obtidos foram baseados na média entre cinco amostras de mosquitos para cada categoria, tendo sido em todas elas mantidos os insetos
num regime de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, e coletados cerca de 30 horas apos o repasto sangiiineo e meia hora antes do apagar das
luzes. As barras verticais representam uma faixa de variagdo de valores baseados no erro padrao da média. Andlises de variancia (ANOVA) de
dois fatores (inseminagdo e ingestdo de sangue) indicam que o efeito da inseminagdo na expressdao nao foi significativo em nenhum dos quatro
genes (A: F 4= 3,140; P=0,098; B: F 5= 1,289; P=0,274; C: F,16= 1,173; P=0,295) e D: F ;5= 0,802; P= 0,385), mas o da alimentacao foi
significativo no caso de period (A: Fi14= 15,637; P= 0,001) e cycle (C: Fi16= 6,917; P= 0,018), e ficou perto do limite de significancia para
timeless (B: Fi 5= 3,901; P=0,067) e Clock (D: Fi15= 3,159; P= 0,096). O efeito da interacdo entre inseminagdo e alimentacdo nado foi
significativo em nenhum dos genes (A: F 14= 0,020; P=0,888; B: F 5= 1,622; P=0,222; C: Fy 16= 2,896; P=0,108; D: F; ;5= 0,115; P=0,739).
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Figura 3.23: Expressao dos genes (A) period, (B) timeless, (C) cycle e (D) Clock em corpos de fémeas de Aedes aegypti. Os graficos mostram os
valores de abundancia relativa (eixo das ordenadas) da expressdo génica de quatro categorias: fémeas virgens (e ndo alimentadas com sangue),
inseminadas (e nao alimentadas com sangue), virgens alimentadas com sangue e inseminadas alimentadas com sangue, representadas nas quatro
colunas de cada grafico, e normalizados pela categoria “fémeas virgens ndo alimentadas com sangue” (primeira barra de cada um dos gréficos).
Os valores obtidos foram baseados na média entre cinco amostras de mosquitos para cada categoria, tendo sido em todas elas mantidos os insetos
num regime de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, e coletados cerca de 30 horas ap6s o repasto sangiiineo e meia uma hora antes do apagar
das luzes. As barras verticais representam uma faixa de variagdo de valores baseados no erro padrao da média. Analises de variancia (ANOVA)
de dois fatores (inseminacdo e ingestdo de sangue) indicam que o efeito da inseminacdo na expressdo nao foi significativo em nenhum dos quatro
genes (A: F 5= 1,554; P=0,232; B: F}16= 1,162; P= 0,297; C: F)16= 1,090; P=0,312; e D: F16=1,352; P=0,262), mas que o da alimentacao
foi significativo para todos eles (A: F 5= 36,353; P<0,001; B: F 1= 8,562; P=0,010; C: F 16= 6,635; P= 0,020 e D: F116=9,364; P=0,007). O
efeito da interacdo entre inseminagdo e alimentag¢do nao foi significativo em nenhum dos genes (A: F 5= 2,076; P< 0,170; B: F 16= 0,213; P=
0,650; C: Fi16= 1,006; P=0,331; e D: F 1= 0,085; P=0,775).



3.4 — RNA de interferéncia: Injecio de RNA dupla-fita de timeless

A técnica de RNA de interferéncia foi adotada na tentativa de proporcionar o
silenciamento de genes de reldégio em Ae. aegypti. Numa analise preliminar, foi realizada
injecdo de RNA dupla-fita de timeless, sendo investigados os efeitos no padrido de
atividade/repouso dos mosquitos e na expressdo do gene em tentativa de silenciamento. Os
resultados foram sempre comparados com o grupo controle composto por individuos injetados

com RNA dupla-fita do gene bacteriano LacZ.

3.4.1 — Expressao de timeless em cabeca e corpo de Aedes aegypti injetado com RNA

dupla-fita de timeless e de LacZ

A capacidade de silenciamento da expressao de timeless por injecdo de RNA dupla-
fita deste gene em torax de fémeas de Ae. aegypti foi avaliada através de dois experimentos
independentes de inje¢d@o. No primeiro, os insetos foram mantidos em regime de claro/escuro
e no segundo de escuro constante. Em ambos foram analisadas amostras do terceiro e quarto
dias ap6s cada injegao e os resultados encontram-se expostos graficamente na Figura 3.24.

A significancia dos resultados ilustrados na Figura 3.24 foi testada por andlise de
variancia de quatro fatores, para avaliar o efeito de 1) material injetado (RNA dupla-fita de
LacZ ou de timeless); 2) dia apos a inje¢do (dia trés ou quatro); 3) parte do corpo (cabega ou
corpo); 4) experimento de inje¢do (primeiro ou segundo) na expressao de timeless. Os
resultados dessa andlise estdo listados na Tabela 3.7 e a interpretagdo combinada da Figura
3.24 e com esta tabela contribui com o melhor entendimento dos resultados. A Tabela 3.7A
lista o efeito dos fatores um a um. Desta forma, observando os graficos na Figura 3.24,
podemos entender que o efeito geral na expressao de timeless dos dois diferentes RNA dupla-
fita injetado foi significativamente diferente (Fss= 11,796; P= 0,001), ao considerarmos
conjuntamente a expressao em corpos e cabegas dos dias trés e quatro ap6s a injecdo dos dois
experimentos. A andlise dos demais fatores um a um apontou ainda para diferencas
significativas na expressao de timeless entre os dias analisados (F ss= 67,933; P<0,001), bem
como entre cabega e corpo (£ 53=218,147; P< 0,001), mas ndo houve diferenca significativa
na expressao de timeless entre as duas injecdes (F ss= 0,124; P=0,726).

A Tabela 3.7B trata dos resultados da andlise de variancia considerando os fatores aos

pares. Sob essa abordagem, as duas unicas interagdes de fatores que exercem efeito
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significativo na diferenca da expressao de timeless foram o dia apos a inje¢ao € o material
injetado (Fs5s= 9,708; P=0,003) e o dia apds a injecdo e a parte do corpo analisada (F) sg=
8,226; P=0,006). Esses resultados comprovam que os efeitos evidenciados nas Figuras 3.24A
e 3.24B de diferenga na expressdo de timeless entre mosquitos injetados com RNA dupla-fita
de LacZ e de timeless nos dia trés e quatro apds a injecdo sdo significativos, como sao
também as diferengas na expressao a cada dia entre cabeca e corpo.

A Tabela 3.7C lista os resultados da analise de variancia ao considerar a interacao dos
fatores trés a trés, mas nenhum efeito significativo na expressdo de timeless foi observado
com essa abordagem. Tao pouco ¢ significativo o efeito da interagdo dos quatro fatores na

expressao de timeless (F'i ss= 0,292; P=0,591), como mostrado na Tabela 3.7D.
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Efeito da injecdo de RNA dupla-fita de timeless
na expressao de timeless
em corpo e cabeca de fémeas de dedes aegypti

I Mosquitos injetados com RNA dupla-fita de LacZ
B Mosquitos injetados com RNA dupla-fita de timeless

A 1° Experimento de Inje¢do B 2° Experimento de Inje¢ao
(coletano ZT11) (coletano CT11)
1,4 - 1,4 -
1,3 4 1,3 -
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Figura 3.24: Resultado dos dois experimentos independentes de inje¢do de RNA dupla-fita
em fémeas adultas de Aedes aegypti. Os graficos ilustram a quantificagdo relativa de timeless
no grupo injetado com RNA dupla-fita de timeless (em vermelho-escuro) e no grupo controle,
RNA dupla-fita de LacZ (em azul), em amostras coletadas no 3° e 4° dia apds cada injegao. A
expressdo de timeless foi investigada separadamente em cabeca e corpo dessas amostras. (A)
Primeiro experimento de inje¢ao, no qual, apos o dia da injecdo, os mosquitos foram mantidos
em regime de 12 horas de claro e 12 horas de escuro (vide Figura 3.25A e 3.26A). (B)
Segundo experimento de inje¢do, no qual, apos o dia da inje¢ao, os mosquitos foram mantidos
em regime de 12 horas de claro e 12 horas de escuro por dois dias e depois mantidos em
escuro constante (vide Figura 3.25B e 3.26B). As amostras foram coletadas (A) em regime de
claro/escuro, uma hora antes do apagar das luzes (ZT11 — vide material ¢ métodos), e em (B)
em regime de escuro constante, na 11* hora do dia subjetivo (CT11 - vide material e
métodos). Resultados dos testes estatisticos para os dados destes graficos encontram-se na
Tabela 3.7.
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Tabela 3.7: Analise de variancia de quatro fatores (ANOVA 4-ways) para os resultados de
analise da expressdo de timeless ilustrados na figura 3.24. Foram testados os efeitos de 1)
RNA dupla-fita injetado (de LacZ ou de timeless), 2) o dia ap0ds a inje¢ao (dia 3 ou 4), 3) parte
do corpo (cabega ou corpo, onde “corpo” considera-se tudo menos a cabecga) e 4) Injecao (1?
ou 2% inje¢do). (A) Analise de variancia do efeito de cada fator, um a um, na expressao de
timeless. (B) Analise de variancia do efeito dos fatores, considerando a interagdao entre eles
par a par, na expressao de timeless. (C) Anélise de variancia do efeito dos fatores,
considerando a interacdo entre eles trés a trés, na expressdo de timeless. (D) Andlise de
variancia do efeito da interacdao dos quatro fatores na expressao de timeless.

_ Fator
A g RNA dupla-fita injetado (LacZ ou tim) F155= 11,796 (P=0,001)
= S Dia ap6s inje¢ao (dia 3 ou 4) Fi55= 67,933 (P<0,001)
2a
g g Parte do corpo (cabega ou corpo) F55=218,147 (P<0,001)
RS
s ' Injegdio (1* ou 2* injegdo) Fys5= 0,124 (P=0,726)

- RNA dupla-fita injetado (LacZ ou tim)

- Dia apds inje¢ao (dia 3 ou 4) F.55= 9,708 (P=0,003)

- RNA dupla-fita injetado (LacZ ou tim)

- Parte do corpo (cabega ou corpo) Fis= 1,827 (P=0,182)

- RNA dupla-fita injetado (LacZ ou tim)

- Injegdo (1* ou 2* injegio) Fi5= 0,532 (P=0,469)

- Dia ap6s inje¢ao (dia 3 ou 4)

- Parte do corpo (cabega ou corpo) Fi.55= 8,226 (P=0,006)

- Dia ap6s injecao (dia 3 ou 4)

- Injecdo (1* ou 2* injegdo) Fi55= 1,352 (P=0,250)

Efeito da interagdo entre dois fatores

- Parte do corpo (cabega ou corpo)

- Injegdo (1* ou 2° injegdo) Fi5= 0,041 (P=0,840)

C - RNA dupla-fita injetado (LacZ ou tim)
- Dia ap0s inje¢ao (dia 3 ou 4) Fi55= 0,064 (P=0,801)
- Parte do corpo (cabega ou corpo)

- RNA dupla-fita injetado (LacZ ou tim)
- Dia ap6s injecao (dia 3 ou 4) F55= 0,958 (P=0,332)
- Injeg@o (1° ou 2 injegdo)

- RNA dupla-fita injetado (LacZ ou tim)
- Parte do corpo (cabega ou corpo) F55= 0,006 (P=0,937)
- Injeg@o (1* ou 2° injegdio)

- Dia ap6s injecao (dia 3 ou 4)
- Parte do corpo (cabega ou corpo) F55=0,702 (P= 0,4006)
- Injeg@o (1* ou 2° injegdio)

Efeito da interacdo entre trés fatores

Continuagdo na proxima pagina
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Tabela 3.7: Continuacao

D Efeito da interagdo entre os quatro fatores

- RNA dupla-fita injetado (LacZ ou tim)
- Dia apo6s injecao (dia 3 ou 4)

- Parte do corpo (cabega ou corpo)

- Injegdo (1°. ou 2°. injecdo)

Fiss= 0,292 (P=0,591)
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3.4.2 — Efeito no padrao de atividade/repouso

O padrao de atividade locomotora de fémeas de Ae. aegypti injetadas com RNA dupla-
fita de timeless foi comparada com aquela de individuos injetados com RNA dupla-fita de
LacZ nos dois experimentos independentes, o primeiro mantido em regime de claro/escuro
(Figuras 3.25A e 3.26A) e o segundo em escuro constante (Figuras 3.25B e 3.26B).

A Figura 3.25A ilustra o resultado da atividade da primeira inje¢do em valores da
média (média de Williams) entre o monitoramento individual dos mosquitos que chegaram
vivos até o final do experimento, tendo sido em numero de 30 tanto aqueles injetados com
RNA dupla-fita de timeless como os injetados com RNA dupla-fita de LacZ. Nota-se perfil
semelhante de atividade entre os dois grupos, destacando-se apenas um ligeiro aumento no
quarto dia ap0s a inje¢do da atividade do grupo injetado com dupla-fita de timeless em relagao
ao grupo injetado com RNA dupla-fita de LacZ.

A Figura 3.25B expoe os resultados do monitoramento da atividade/repouso dos
individuos da segunda injecdo, tendo chegados vivos até o final do experimento 30 individuos
injetados com RNA dupla-fita de timeless e 27 injetados com RNA dupla-fita de LacZ. O
padrdo entre os dois grupos parece novamente muito similar, com exce¢do do quarto dia apos
a injecao (segundo dia em escuro constante), e talvez também no quinto, onde, desta vez,
repara-se uma ligeira diminui¢do da atividade no grupo injetado com RNA dupla-fita de
timeless em relagdo aquele injetado com RNA dupla-fita de LacZ.

Os mesmos resultados foram analisados em relagao a propor¢ao de individuos ativos a
cada ponto de leitura de atividade e ainda sendo interpolados nos pontos de leitura da
atividade imediatamente apds cada transicdo de luz (acender ou apagar das luzes) e em
seguida tratados com calculo de média moével de trés valores, sendo evitada a mistura entre
pontos de leitura em fase clara e fase escura (com isso, as médias moveis dos pontos
adjacentes as transi¢coes de luz foram calculadas com dois pontos apenas). Os resultados do
monitoramento da atividade mediante esses tratamentos encontram-se expostos na Figura
3.26A, no caso do experimento mantido em regime de claro/escuro por sete dias, e na Figura
3.26B para o experimento mantido em escuro constante nos cinco ultimos dias do
monitoramento. Na Figura 3.26A, percebe-se mais uma vez o aumento da atividade do grupo
injetado com RNA dupla-fita de timeless em relacdo ao injetado com RNA dupla-fita de LacZ
no quarto dia apos a inje¢do, enquanto na Figura 3.26B o efeito de diminuicdo da mesma

também no quarto dia apds a injecdo, que parece repetir-se no quinto dia.
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Andlise estatistica de variancia de dois fatores (ANOVA 2-ways) foi aplicada para
avaliar o efeito do material injetado e do experimento de injecdo no padrdo de atividade dos
mosquitos. O teste foi executado com base nos dados da quantidade de atividade de cada
individuo (geradores das Figuras 3.25A e 3.25B), porém considerando o somatoério da
atividade dos registros de atividade (em valores do logaritmo na base dez do valor de leitura
da atividade somado um) a cada dia para cada um dos individuos de cada grupo.

A Tabela 3.8 mostra os resultados da analise de variancia quando considerados os dias
3 a 7 de cada injecdo. Os dois primeiros dias foram excluidos por estarem, no caso da segunda
injecdo, ainda em regime de claro/escuro. E também aconselhavel exclui-los em consideragio
a um periodo de recuperagdo dos mosquitos pos-trauma da injecao, e periodo de adaptagao ao
equipamento de monitoramento da atividade. Considerando apenas os dias 3 a 7 foi possivel
fazer uma analise de varidncia de dois fatores, testando o efeito do material injetado e o
regime de fotoperiodo do monitoramento. Os resultados da andlise apontam para uma
diferenca significativa na atividade dos mosquitos em relagdo ao regime de luz a que sao
submetidos (F1.11,= 8,814; P=0,004) mas ndo em relacdo ao material injetado (F ;12= 0,295;
P=0,588). Na interacao dos dois fatores o efeito também ndo ¢ significativo (F; 1= 1,059;
P=10,306). Sendo assim, considerando esse periodo como um todo, ndo ha efeito do material
injetado na atividade dos mosquitos.

Entretanto, uma vez que a disposi¢do visual dos graficos 3.25 e 3.26 sugere efeito
diferenciado na atividade no quarto e quinto dia, a analise de variancia foi repetida para estes
dias separadamente. A Tabela 3.9A exibe os resultados para a analise do quarto dia apos a
injecdo, onde foram encontrados valores significativos na variancia da atividade considerando
a interagdo entre o efeito do material injetado e do regime de luz (£ 1= 5,176; P= 0,025).
Quando analisados separadamente, o efeito dos fatores foi significativo para o regime de luz
(F1.112= 4,066; P= 0,046) porém ndo significativo para o material injetado (£ 1= 0,040; P=
0,842).

Apesar da sugestdo visual do grafico, o quinto dia apos a inje¢do (Tabela 3.9B) ndo
demonstrou variag@o significativa da atividade em relag@o ao efeito do material injetado, seja
considerado isoladamente (£ ;1= 0,043; P= 0,836) ou na interagdo com o regime de luz
(F1112= 1,606; P= 0,208). Foi significativo o apenas resultado do efeito do fotoperiodo
separadamente (£ 11,= 12,868; P<0,001).
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Atividade locomotora de Aedes aegypti injetados com
RNA dupla-fita (LacZ e timeless)

Mosquitos injetados com RNA dupla-fita de LacZ

Mosquitos injetados com RNA dupla-fita de timeless
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Figura 3.25: Atividade locomotora de Aedes aegypti monitorada ao longo de sete dias apos a
injecdo com RNA dupla-fita de LacZ e com RNA dupla-fita de timeless em grupos
independentes. (A) Individuos mantidos constantemente em regime de 12 horas de claro e 12
de escuro. (B) Individuos mantidos por dois dias em regime de 12 horas de claro e 12 de
escuro e em seguida em escuro constante por cinco dias. O fundo branco indica a fase clara, o
fundo cinza indica a fase escura (noite real ou subjetiva) e o fundo listrado o “dia subjetivo”
(vide material e métodos). O eixo das abscissas indica o Zeitgeber Time (ZT) para os dias em
regime de claro/escuro e o Circadian Time (CT) para os dias em regime de escuro constante.
Nos dias em regime de claro/escuro, o ZT zero ¢ o0 momento em que a luz acende e o ZT 12
quando ela apaga, sendo a transi¢cdo da luz abrupta. Os graficos representam a média de
atividade (média de Williams - eixo das ordenadas) entre os individuos para cada grupo
(injetados com RNA dupla-fita de LacZ ou timeless), monitorados independentemente, tendo
suas atividades registradas a cada 30 minutos.
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Propor¢do de individuos ativos (4dedes aegypti) injetados com
RNA dupla-fita (LacZ e timeless)
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Figura 3.26: Propor¢ao de individuos (Aedes aegypti) ativos ao longo de sete dias de
monitoramente apés a injecdo com RNA dupla-fita de LacZ e com RNA dupla-fita de timeless
em grupos independentes. (A) Individuos mantidos constantemente em regime de 12 horas de
claro e 12 de escuro. (B) Individuos mantidos por dois dias em regime de 12 horas de claro e
12 de escuro e em seguida em escuro constante por cinco dias. O fundo branco indica a fase
clara, o fundo cinza indica a fase escura (noite real ou subjetiva) e o fundo listrado o “dia
subjetivo” (vide material e métodos). O eixo das abscissas indica o Zeitgeber Time (ZT) para
os dias em regime de claro/escuro e o Circadian Time (CT) para os dias em regime de escuro
constante. Nos dias em regime de claro/escuro, o ZT zero ¢ o momento em que a luz acende e
0o ZT 12 quando ela apaga, sendo a transi¢do da luz abrupta. Os graficos representam a
proporcao de individuos ativos (eixo das ordenadas) em cada grupo, tendo suas atividades
registradas a cada 30 minutos. Os dados expressos nos graficos sofreram dois tratamentos
para diminuicdo de ruido: a) interpolacdo dos pontos de leitura de atividade logo apos as
transicdes de luz (acender ou apagar das luzes) e b) média mdvel entre trés pontos para cada
valor de leitura de atividade, evitando, porém, a mistura entre um ponto de leitura em fase
clara e um em fase escura (nesses casos, foi feita a média movel para dois pontos apenas).
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Tabela 3.8: Analise de variancia de dois fatores (ANOVA 2-ways) da atividade locomotora
de Aedes aegypti no periodo total entre o 3° e 7° dias apoOs a injecdo para o efeito do RNA
dupla-fita injetado (de LacZ ou de timeless) e do regime do fotoperiodo (12 horas de luz e 12
horas de escuro ou escuro constante). O teste foi executado com base nos mesmos resultados
geradores das Figuras 3.25A e 3.25B, porém considerando o somatdrio da atividade (em
valores do logaritmo na base dez do valor de leitura da atividade somado um) a cada dia, para
cada individuo de cada grupo.

Periodo total entre 3° e 7° dias ap0s a injecao

Fatores

- RNA dupla-fita injetado (LacZ ou tin) Fy112= 0,295 (P=0,588)

- Regime do fotoperiodo
(claro/escuro ou escuro constante)

F1’112: 8,814 (P: 0,004)

- RNA dupla-fita injetado (LacZ ou tim)
- Regime do fotoperiodo Fi11o= 1,059 (P=0,306)

(claro/escuro ou escuro constante)

Interacao
entre fatores
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Tabela 3.9: Analise de variancia de dois fatores (ANOVA 2-ways) da atividade locomotora
de Aedes aegypti (A) no 4° dia apos a injecao e (B) 5° dia apds a injecao, para o efeito do
RNA dupla-fita injetado (de LacZ ou de timeless) e do regime do fotoperiodo (12 horas de luz
e 12 horas de escuro ou escuro constante). O teste foi executado com base nos mesmos
resultados geradores das Figuras 3.25A e 3.25B, porém considerando o somatorio da
atividade dos registros de atividade (em valores do logaritmo na base dez do valor de leitura
da atividade somado um) a cada dia, para cada individuo de cada grupo.

A

4° dia apo6s a injecao

Fatores

- RNA dupla-fita injetado (LacZ ou tin) Fy112= 0,040 (P=0,842)

- Regime do fotoperiodo
(claro/escuro ou escuro constante)

F1’112: 4,066 (P: 0,046)

- RNA dupla-fita injetado (LacZ ou tim)
- Regime do fotoperiodo Fi110= 5,176 (P=0,025)

(claro/escuro ou escuro constante)

Interacao
entre fatores

5° dia apos a injegdo

Fatores

- RNA dupla-fita injetado (LacZ ou tin) Fy11,= 0,043 (P=0,836)

- Regime do fotoperiodo
(claro/escuro ou escuro constante)

F1,112: 12,868 (P< 0,001)

- RNA dupla-fita injetado (LacZ ou tim)
- Regime do fotoperiodo F111o= 1,606 (P=0,208)

(claro/escuro ou escuro constante)

Interacao
entre fatores
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3.4.3 — Periodo em livre-curso (t) da atividade de Aedes aegypti injetado com RNA
dupla-fita de timeless e LacZ

Os dados do monitoramento da atividade de Ae. aegypti injetados com RNA dupla-fita
de timeless e RNA dupla-fita de LacZ foram aproveitados ainda para a determinagdo do
periodo em livre-curso (t) da atividade desses mosquitos através de calculo de autocorrelagao.
No calculo, foram considerados os valores percentuais de individuos ativos a cada ponto de
registro de atividade, e tratados com média movel de 3 pontos, de 5 dias mantidos em escuro
constante, ou seja, foram utilizados os valores dos dias 3 a 7 apos a inje¢do, ilustrados na
Figura 3.26B. Os resultados dos calculos de autocorrelagio da atividade de Ae. aegypti
injetado com RNA dupla-fita e monitorados em escuro constante encontram-se graficamente
expostos nas Figuras 3.26 e 3.27, e apontam para t igual a 22 horas e 30 minutos no caso dos
mosquitos injetados com RNA dupla-fita de LacZ (Figura 3.27) e igual a 23 horas e 30
minutos no caso daqueles injetados com RNA dupla-fita de timeless (Figura 3.28).

A Figura 3.29 oferece destaque para a diferenca entre as autocorrelagdes da atividade
de Ae. aegypti injetados com RNA dupla-fita de LacZ e de timeless, ao ilustrar a sobreposi¢ao
da primeira curva de valores positivos dos graficos 3.27 e 3.28. Nota-se em detalhe o lag de
pico para cada curva, sendo lag 44 ou 45 e correspondentes a um periodo de 22 horas ou 22
horas e 30 minutos para mosquitos injetados com RNA dupla-fita de LacZ e lag 47 e
correspondente a um periodo de 23 horas e 30 minutos para aqueles injetados com RNA
dupla-fita de timeless. O grafico auxilia também na visualiza¢do do perfil mais espalhado para
a direita (no sentido de um t maior) da curva de autocorrelacdo da atividade de Ae. aegypti
injetados com RNA dupla-fita de timeless do que o obtido para os injetados com RNA dupla-
fita de LacZ, sugerindo maior variagdo dos periodos individuais de cada mosquito no primeiro

Caso.
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Autocorrelagdo da atividade locomotora de Aedes aegypti
injetado com RNA dupla-fita de LacZ

0,9 -
08 Bl Coeficiente de autocorrelagdo
07 . Limites de confianga superior e inferior

246811111222223333344444555556666677777888889999911111111111111111111111111
02468024680246802468024680246802468024680246800000111112222233333444445
02468024680246802468024680

Figura 3.27: Autocorrelagdo da atividade locomotora de Aedes aegypti injetado com RNA
dupla-fita de LacZ. Foram utilizados os registros da atividade locomotora dos 30 individuos
monitorados no experimento ilustrado nas Figuras 3.25B e 3.26B. Na autocorrelacdo, foram
utilizados os dados da Figura 3.26B, ou seja, a proporcao de individuos ativos a cada ponto de
registro de atividade mais a média movel de trés pontos, considerando apenas os cinco dias
nos quais os mosquitos foram mantidos em escuro constante. O eixo das ordenadas indica o
valor do coeficiente de autocorrelacdo e o eixo das abscissas indica o /ag da autocorrelagdo. O
pico da primeira curva de valores positivos recai sobre o lag 44 e 45, o que corresponde a um
periodo de 22 horas ou 22 horas e 30 minutos.
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Autocorrelagdo da atividade locomotora de Aedes aegypti
injetado com RNA dupla-fita de timeless
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Figura 3.28: Autocorrelagdo da atividade locomotora de Aedes aegypti injetado com RNA
dupla-fita de timeless. Foram utilizados os registros da atividade locomotora dos 27
individuos monitorados no experimento ilustrado nas Figuras 3.25B e 3.26B. Na
autocorrelagdo, foram utilizados os dados da Figura 3.26B, ou seja, a propor¢ao de individuos
ativos a cada ponto de registro de atividade mais a média mével de trés pontos, considerando
apenas os cinco dias nos quais os mosquitos foram mantidos em escuro constante. O eixo das
ordenadas indica o valor do coeficiente de autocorrelacdo e o eixo das abscissas indica o lag
da autocorrelagdo. O pico da primeira curva de valores positivos recai sobre o lag 47, o que
corresponde a um periodo de 23 horas e 30 minutos.
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Sobreposi¢ao do primeiro pico dos graficos de autocorrelagdo da atividade de
Aedes aegypti injetado com RNA dupla-fita de LacZ
e injetado com RNA dupla-fita de timeless
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Figura 3.29: Sobreposi¢dao do primeiro pico dos graficos de autocorrelagdo da atividade de
Aedes aegypti injetado com RNA dupla-fita de LacZ (Figura 3.27) e injetado com RNA
dupla-fita de timeless (Figura 3.28). O eixo das ordenadas indica o valor do coeficiente de
autocorrelacdo e o eixo das abscissas indica o /ag da autocorrelagdo. O pico da curva de
coeficiente de autocorrelacdo de individuos injetados com RNA dupla-fita de LacZ recai
sobre o lag 44 e 45, o que corresponde a um periodo de 22 horas ou 22 horas e 30 minutos, €
esta indicado no grafico por W. O pico da curva de coeficiente de autocorrelagio de
individuos injetados com RNA dupla-fita de timeless recai sobre o lag 47, o que corresponde
a um periodo de 23 horas e 30 minutos, e estd indicado no grafico por W. No caso desta
ultima curva, ndo apenas o pico recai em /ag mais avancado, mas também o perfil da curva ¢é
mais espalhado, sugerindo que a variagdao dos periodos individuais de cada mosquito ¢ maior
no grupo de injetados com RNA dupla-fita de timeless do que o observado no grupo de
injetados com RNA dupla-fita de LacZ.
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4. Discussao

Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus estdo entre as espécies de mosquitos mais
estudadas no mundo, por serem de facil criagdo em laboratério e principalmente por
agregarem varios aspectos de interesse do ponto de vista epidemiologico, como serem
cosmopolitas, antropofilicas (apesar de também se alimentarem em outros mamiferos e aves),
urbanas, e vetoras de parasitoses e/ou viroses a humanos e animais. Cx. quinquefasciatus,
pertencente ao complexo Cx. pipiens, ¢ vetor da filariose humana causada pelo Nematelminto
Wuchereria bancrofti e conhecida como filariose bancroftiana, cujo sintoma mais
caracteristico ¢ a elefantiase (Rey 1991). Esse mosquito ¢ ainda transmissor do virus do Oeste
do Nilo, o que tem atraido ainda mais a aten¢do da comunidade cientifica para essa espécie
nos ultimos anos (Anderson ¢ Main 2006; Elizondo-Quiroga et al. 2005; Savage et al. 2006;
Sirigireddy et al. 2006). Ae. aegypti, por sua vez, destaca-se como vetor dos virus causadores
da Dengue e da Febre Amarela (Consoli e Lourengo-de-Oliveria 1994; Forattini 2002), e ¢
também amplamente utilizado como modelo para estudos de malaria por ser hospedeiro de
Plasmodium gallinaceum (James 2002; James et al. 1999).

Esse conjunto de fatores contribuem para que Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus
estejam entre as espécies de mosquito com maior quantidade de informacdo disponivel na
literatura, ainda que n3o muitos trabalhos abordem nestas espécies o estudo do relogio
biologico em condigdes de laboratério, € menos ainda enfocando os genes envolvidos com a
regulagdo do comportamento. O presente trabalho visa contribuir nesse sentido com uma
abordagem comparativa do padrdo de expressdao dos quatro principais genes reguladores do
relogio bioldgico em insetos entre o mosquito diurno Ae. aegypti ¢ o noturno Cx.
quinquefasciatus. Sao ainda aprofundadas em Ae. aegypti algumas investigacdes acerca da
expressao desses mesmos genes em diferentes estados fisioldgicos das fémeas. Os estudos
nessa espécie estendem-se ainda a aplicagdo de técnicas de RNA de interferéncia para
verificagdo do efeito no silenciamento da expressdo génica e no padrdo de atividade dos

mosquitos.

4.1 — Padrao de atividade/repouso de Aedes aegypti e Cx. quinquefasciatus

Estudos realizados em ambiente de laboratério sobre o padrdo de atividade de Ae.

aegypti ¢ Cx. quinquefasciatus hid muito demonstraram ser a primeira uma espécie
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tipicamente diurna e a segunda noturna (Clements 1999). A maioria de tais estudos,
principalmente os mais antigos, vale-se de aparatos acusticos que detectam a atividade de voo
dos insetos [e. g. (Bennet-Clark 1984; Jones 1963; Peterson 1979; Rowley et al. 1987)], ainda
que alguns facam uso de equipamento foto-eletronico baseado em feixes de luz infra-
vermelha para deteccdo do movimento seja de voo ou locomogao [e. g. (Chiba et al. 1992;
Chiba et al. 1993; Kasai e Chiba 1987; Kawada e Takagi 2004; Shinkawa et al. 1994)]. O
padrdo de atividade/repouso de fémeas virgens das linhagens de Ae. aegypti e Cx.
quinquefasciatus utilizadas neste estudo foi estabelecido com base no segundo tipo de
equipamento, ou seja, foto-eletronico com uso de feixes de luz infra-vermelha para detecao do

movimento.

4.1.1 — Atividade em regime de claro/escuro

Os resultados obtidos em regime de claro/escuro para o padrdo de atividade
locomotora de Ae. aegypti evidenciam o comportamento tipicamente diurno da espécie, de
perfil bimodal e concentragdo da atividade a partir da segunda metade da fase clara (Figuras
3.1A, 3.2A, 3.3A e 3.4A). Esse padrao esta de acordo com o descrito para os machos (Anexo
I), e ¢ o mesmo encontrado para essa espécie por outros autores em diversas oportunidades
(Jones 1981; Rowland e Lindsay 1986; Taylor e Jones 1969).

Os resultados de Cx. quinquefasciatus mostraram padrdo nitidamente noturno com
forte pico de resposta ao apagar das luzes mas ndo ao acender das mesmas (Figuras 3.1B,
3.2B, 3.2B ¢ 3.4B). Os resultados estdo de acordo com a literatura, excetuando-se a auséncia
do pico de atividade na transi¢do de luz da fase escura para a fase clara normalmente
registrado ndo somente nesta espécie como também em outras do complexo Cx. pipiens
(Chiba et al. 1992; Chiba et al. 1993; Clements 1999; Jones 1982; Jones ¢ Gubbins 1979;
Shinkawa et al. 1994). Entretanto, os autores comentam ainda que a diminui¢do da
temperatura de 25°C para 20°C ou 15°C causa redugdo gradual no pico de atividade de
transicdo de fase escura para fase clara, apesar de ndo surtir efeito no pico registrado ao
apagar das luzes. Ainda assim, o presente trabalho parece ser o unico onde Cx.
quinquefasciatus ndo demonstra qualquer incremento na atividade em resposta ao acender das
luzes quando mantido a 25°C, sugerindo tratar-se de uma idiosincrasia da linhagem utilizada

neste estudo.
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Varios autores trabalhando com diferentes espécies concluiram que picos diferentes de
atividade estariam sendo regulados por osciladores independentes (Bell-Pedersen et al. 2005;
Christensen e Lewis 1982; Daan e Berde 1978; Helfrich-Forster 2000; Kawato ¢ Suzuki 1980;
Pittendrigh ¢ Daan 1976). Em mosquitos, ja nas primeiras investigagdes sobre atividade,
autores encontram evidéncias para essa mesma explica¢dao na regulagdo de diferentes picos de
atividade. Jones (Jones 1982) propde que os dois picos principais de atividade por eles
registrados em fémeas virgens de Cx. quinquefasciatus mantidas tanto em regime de 12 horas
de claro e 12 horas de escuro como em escuro constante seriam regulados por osciladores
internos independentes, onde o pico proximo a transi¢do de fase escura para clara seria uma
manifestagdo de um oscilador “secundério” (s/ave) vinculado a um oscilador central. Outros
autores chegam a conclusdes semelhantes trabalhando com Cx. pipiens pallens (Chiba et al.
1993) e Cx. pipiens molests (Chiba e Tomioka 1992). Esta seria uma explicagdo para as
observagdes onde registram-se perturbagdes no segundo pico de atividade de Cx.
quinquefasciatus (correspondente aos primeiros momentos de claro ou primeiras horas do dia
subjetivo) sem que seja detectada qualquer alteracdo no pico das primeiras horas de escuro ou
noite subjetiva. Como exemplo, estdo a depressdo da atividade decorrente da reducdo da
temperatura, descrita acima, ou a antecipagdo do segundo pico no caso de fémeas inseminadas
(Jones 1982), e ainda a total auséncia do segundo pico nos registros do presente estudo, ainda
que o primeiro pico se faca presente. Acredita-se que a existéncia de multi-osciladores
independentes, regulando o ritmo circadiano e os diferentes picos de atividade neste intervalo,
proporcione melhor adaptabilidade das espécies a viver em faixa de latitude mais ampla,
ajudando na adaptacdo a diferentes regimes de fotoperiodo que mudam ndo somente
conforme a latitude mas também em relagdo as estagcdes do ano (Clements 1999; Taylor 1969,
1977).

Ainda que Ae. aegypti demonstre aumento tanto na quantidade de atividade (Figuras
3.1A e 3.2A) quanto na proporc¢ao de individuos ativos (Figuras 3.3A e 3.4A) no momento de
transicao de fase escura para clara, o efeito da transi¢do de fase clara para escura ¢ muito mais
evidente. No caso de Cx. quinquefasciatus (Figura 3.1B), neste momento de transicao de luz a
média de atividade ¢ ainda maior que a observada para Ae. aegypti (Figura 3.1A). Na Figura
3.3, pontos imediatamente apos o apagar das luzes registram 100% de individuos ativos no
caso de Cx. quinquefasciatus e em torno de 90% no caso de Ae. aegyipti. A transi¢do no outro
sentido, sem efeito notdrio em Cx. quinquefasciatus, causa, em média, estimulo para a

atividade em apenas cerca de 60% dos individuos de Ae. aegypti.
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Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus apresentaram padroes de atividade diametralmente
opostos em relacdo as fases clara e escura do dia (Figura 3.5). O carater diurno de Ae. aegypti
manifesta-se com 70% das horas de atividade da espécie sendo registradas na fase clara,
enquanto o carater noturno de Cx. quinquefasciatus exprime-se em 72% de suas horas de

atividade acontecendo na fase escura.

4.1.2 — Atividade em regime de escuro constante

A manutencdo de um ritmo na auséncia de indicadores ambientais de passagem de
tempo ¢ a caracteristica fundamental para reconhecimento deste como endogenamente
regulado pelo organismo. Por esse motivo, um dos objetivos deste trabalho foi a investigacao
do padrdo de atividades em regime de escuro constante das linhagens de Ae. aegypti e Cx.
quinquefasciatus usadas nos demais experimentos. Os resultados apontam para um periodo
em livre-curso (1) de 22 horas e 30 minutos para Ae. aegypti, ou seja, a média dos individuos
acumula a cada dia que passa em escuro constante um adiantamento de cerca de 1 hora e 30
minutos no ciclo de atividade (Figura 3.11). Taylor e Jones (Taylor e Jones 1969)
encontraram também um periodo em livre-curso de 22,5 horas para fémeas virgens de Ae.
aegypti mantidas em escuro constante. Estes autores concluem ainda nao haver evidéncias de
perfil bimodal de atividade em Ae. aegypti, pois ao entrar em regime de escuro constante,
detectaram apenas o pico correspondente ao registrado ao fim do dia subjetivo. As Figuras
3.6A, 3.7A, 3.8A e 3.9A mostram exatamente o mesmo resultado.

No caso de Cx. quinquefasciatus, o resultado nao ¢ muito preciso devido ao grande
ruido experimental. A autocorrelagdo ilustrada na Figura 3.12 sugere t de 24 horas, mas
tratamento dos dados visando suavizar o ruido insinua um periodo entre 22 e 23 horas
(resultados ndo mostrados). Para esclarecer a questdo, seria necessario novo experimento de
monitoramento com um nimero maior de individuos. O fato é que, em escuro constante, nota-
se um adiantamento da fase do pico principal de atividade (Figuras 3.7B e 3.9B). Jones (Jones
1982), trabalhando com Cx. quinquefasciatus, apresenta graficos de atividade que sugerem
adiantamento de fase para fémeas mantidas em escuro constante, mas nao indica valor preciso
ou aproximado para .

Ainda que os resultados apresentados neste trabalho para t das duas espécies tenham

sido calculados com base no valor da propor¢do de individuos ativos, como nos resultados
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mostrados nas Figuras 3.8 e 3.9, esse fenomeno de adiantamento pode também ser observado
nos graficos de quantidade média de atividade das Figuras 3.6 e 3.7. Na primeira delas,
facilmente identifica-se em Ae. aegypti (Figura 3.6A) o adiantamento no pico de atividade
principal da espécie ao longo dos dias em escuro constante. Entretanto, para Cx.
quinquefasciatus (Figura 3.6B) este efeito nao ¢ visivel devido ao pico de resposta a transicao
para a fase escura, mas o tratamento dado aos resultados na Figura 3.7 permite o
acompanhamento do adiantamento dos picos principais de atividade ndo somente em Ae.
aegypti (Figura 3.7A) como também em Cx. quinquefasciatus (Figura 3.7B).

E interessante notar que, no caso das duas espécies, o pico principal de atividade do
segundo dia em escuro constante parece mais “espalhado” e at¢é mesmo tendendo a
fragmentacao em mais de um pico. Esse efeito € explicado pela variacao individual do t que
faz com que individuos com periodos mais curtos ou mais longos que a média saiam cada vez
mais de sincronia uns em relacdo aos outros com o passar dos dias em escuro constante,
desconfigurando o pico representativo da média da espécie. Isto também ¢ observado em
Drosophila (Peixoto, comunicagao pessoal).

A comparacdo entre os graficos das Figuras 3.2A e 3.7A permite concluir que, apesar
do adiantamento de cerca de 1 hora e 30 minutos a cada dia em escuro constante, detectado
com base na proporcao de individuos ativos, e ligeiro “espalhamento” do pico no segundo dia
em escuro constante na Figura 3.7A, o perfil geral da atividade de Ae. aegypti ¢ mantido
praticamente o mesmo na auséncia de luz. Isso comprova a regulagdo endogena do ritmo de
atividade. Taylor e Jones (Taylor e Jones 1969) mostram que Ae. aegypti mantém, em escuro
constante, ritmo de atividade com periodo de 22,5 horas, mas que a quantidade de atividade
registrada seria muito reduzida em relagdo aquela detectada no atual estudo. Entretanto, ¢
importante ressaltar que, naquela oportunidade, os autores adotaram método de registro da
atividade de voo, e ndo da atividade locomotora, o que possivelmente justifica a diferenca
entre os resultados.

No caso de Cx. quinquefasciatus, a comparacdo entre os perfis dos graficos nas
Figuras 3.2B e 3.7B ndo mostra uma reproducao tao fiel como encontrado para Ae. aegypti.
Observando-se a escala de cada grafico, nota-se parte do motivo de um perfil tdo mais ruidoso
em 3.7B do que em 3.2B. Uma outra possivel influéncia seria o numero de individuos
monitorados que, por ter sido menor no caso da Figura 3.7B, estaria gerando mais ruido no
perfil da média. Jones (Jones 1982) trabalhou com 33 individuos (cerca de o dobro do usado
nesta oportunidade no experimento em escuro constante) e conseguiu demonstrar que a

linhagem de Cx. quinquefasciatus com a qual trabalhou sustentava ritmo bimodal de atividade
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em escuro constante, semelhante ao observado em regime de claro/escuro. Apesar da Figura
3.7B ndo exibir padrdo tdo similar ao da Figura 3.2B, ainda assim pode-se notar o pico
principal de atividade acumulando adiantamento a cada dia em escuro constante. O pico
principal de atividade, que em regime de claro/escuro acontece no inicio da noite, passa a
tender na diregdo do dia subjetivo. E interessante perceber ainda que essa tendéncia também
manifesta-se no “espalhamento” do pico da atividade média, mais pronunciado na dire¢do do
dia subjetivo. Este fato gera um efeito interessante, notado na comparagdo entre as Figuras
3.7B e 3.7A: Cx. quinquefasciatus passa a apresentar um perfil de atividade mais semelhante
ao de Ae. aegypti quando essas espécies sao mantidas na auséncia de luz.

A propor¢ao de individuos ativos apds tratamento para diminui¢do de ruido e
representado na Figura 3.9 mostra para Ae. aegypti (Figura 3.9A) um grafico ainda mais
semelhante aquele correspondente em valores de média de atividade (Figura 3.7A), e no caso
de Cx. quinquefasciatus consegue mostrar um padrao ciclico de atividade, ainda que ndo tao
claro como para Ae. aegypti. O mesmo grafico sugere fragmentacao dos principais picos de
atividade de Cx. quinquefasciatus, principalmente no segundo dia em escuro constante. Mais
uma vez, esse efeito pode indicar nimero insuficiente de individuos monitorados para a
determinagdo de um perfil geral de atividade da espécie, acarretando em valorizagao
demasiada dos individuos com periodos excepcionalmente curtos, longos ou arritmicos.
Ainda assim, repete-se o fenomeno de “espalhamento” tendendo ao dia subjetivo. Para
confirmar esse efeito sugerido pelos graficos, os resultados da atividade das espécies foram
convertidos em propor¢do de horas de atividade durante o dia subjetivo e durante a noite
subjetiva, e encontram-se na Figura 3.10. Os resultados demonstram que, em condi¢des de
escuro constante, Ae. aegypti concentra 67% de suas horas de atividade no periodo do dia
subjetivo, o0 que ndo evidencia muita diferenca em relagdo aos 70% registrados em regime de
claro/escuro (Figura 3.5). Por outro lado, Cx. quinquefasciatus, para o qual havia sido
registrado 28% de horas de atividade em fase clara quando em regime de claro/escuro (Figura
3.5), mostra em regime de escuro constante 51% de horas de atividade em fase de dia
subjetivo. Apesar da diferenca na atividade entre as duas espécies ainda ser significativa, os
resultados sugerem que Cx. quinquefasciatus esteja aproximando-se do padrio de Ae. aegypti
(em relacdo a proporcao de atividade) quando em escuro constante. Isto leva a crer que o
carater noturno de Cx. quinquefasciatus seja mais fortemente determinado por uma imposi¢ao
inibitéria que a luz exerca na sua atividade, e que provavelmente o comportamento diurno

seria um carater ancestral comum a ambas as espécies em questao.
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4.2 — Expressao circadiana dos genes de relogio period, timeless, cycle e Clock em

Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus

O padrao de expressdo dos genes period, timeless, cycle e Clock no cérebro de
Drosophila e outros organismos ¢ responsavel pelo sustento do relogio bioldgico central que
controla os ritmos circadianos de atividade. A expressdo desses genes numa al¢a regulatéria
de retro-alimentacao negativa de ciclo de cerca de 24 horas configura o marcapasso central do
relogio circadiano. Muitos aspectos do comportamento, incluindo o ritmo de atividade, ja
foram comprovados como dependentes de um reldgio central funcional, ndo apenas em
insetos como também em mamiferos (Bell-Pedersen et al. 2005; Hardin 2005; Helfrich-
Forster 2004; Numano et al. 2006; Stanewsky 2003).

No grupo dos insetos, a maior quantidade de informacdo disponivel sobre estrutura e
expressdo circadiana de genes de relogio concentra-se em D. melanogaster (Hall 2003;
Hardin 2005; Peixoto 2002; Rosato et al. 2006; Stanewsky 2002), além de alguns trabalhos
em outras moscas (An et al. 2002; Goto e Denlinger 2002; Kostal e Shimada 2001; Lankinen
e Forsman 2006; Myers et al. 1997; Nishinokubi et al. 2006; Nishinokubi et al. 2003; Ousley
et al. 1998; Warman et al. 2000). Dentro do grupo dos dipteros, além das moscas,
recentemente foram publicados alguns trabalhos sobre flebotomineos (Meireles-Filho et al.
2006a; Meireles-Filho et al. 2006b) e mosquitos (Anexo I; (Mathias et al. 2005). H4 ainda
alguns estudos sobre espécies de insetos mais distantes evolutivamente das moscas, como
mariposas (Chang et al. 2003; Gvakharia et al. 2000; Iwai et al. 2006; Sauman e Reppert
1996, 1998; Wise et al. 2002), borboleta (Froy et al. 2003), abelhas (Rubin et al. 2006) e
barata (Lin et al. 2002).

E estimada uma origem comum para os relogios bioldgicos em todo o grupo dos
animais, e semelhancas sdo encontradas na seqiiéncia e funcionamento dos genes deste
sistema entre espécies evolutivamente muito distantes entre si, assim como muitos eventos
como duplicagdo génica, delecdo e convergéncias adaptativas (Dunlap 1999; Foster e
Kreitzman 2005; Iwai et al. 2006; Rubin et al. 2006, Tauber et al. 2004). Meireles-Filho e
colaboradores (Meireles-Filho et al. 2006b) e Rubin e colaboradores (Rubin et al. 2006)
mostram que os resultados que obtiveram em flebotomineo e abelha, respectivamente, em
alguns aspectos assemelham-se mais com o relégio biologico de camundongo do que de

Drosophila. Rubin e colaboradores (Rubin et al. 2006) comentam que a inconsisténcia entre
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as caracteristicas dos genes de relogio em insetos ¢ essencialmente devida a pouca variedade
de espécies investigadas além das drosofilas, que detém muitas particularidades na estrutura e
funcionamento de seu relogio bioldgico, oriundas de eventos de delecdo (total ou parcial) no
caso de uns genes e convergéncias adaptativas no caso de outros. Apesar de todas as
vantagens historicas e praticas do estudo molecular em D. melanogaster, no campo dos ritmos
bioldgicos ¢ preciso expandir as investigacdes a outras espécies, visto que Drosophila,
aparentemente, divergiu evolutivamente de forma muito propria quanto ao relogio biolédgico,
0 que a distancia dos outros animais quando os genes deste sistema sdo comparados. Um
estudo comparativo entre uma diversidade maior de insetos traria nova luz ao conhecimento
sobre o tema e melhor entendimento das relagdes evolutivas entre os genes de relogio e suas
funcdes especificas.

A informagdo disponivel para andlises comparativas sobre relogio biologico entre os
insetos ¢ limitada. Nao apenas o nimero de espécies com informacgao disponivel € restrito,
como comenta Rubin e colaboradores (Rubin et al. 2006), mas também, para a maioria delas,
s6 ha informagdes sobre um ou poucos genes. Muitas vezes ha apenas informacao sobre a
seqiiéncia génica e ndo sobre a expressdo. Em outros casos hé informagao sobre a expressao
génica, mas sobre a seqiiéncia os dados sdao incompletos. E, geralmente, espécies proximas
sobre as quais hd informacdo acerca dos genes de reldgio apresentam padrao de atividade
muito similar. Por exemplo, apesar de haver informacao sobre varias espécies de moscas, elas
sdo todas diurnas. Apis mellifera também ¢ diurna. As duas espécies de mosquitos estudados
até entdo sdo ambas igualmente diurnas (Anexo I)(Lane 1953; Mathias et al. 2005). O
flebotomineo, por outro lado, ¢ crepuscular-noturno (Meireles-Filho et al. 2006a; Meireles-
Filho et al. 2006b). Para comparar o reldgio bioldgico do inseto modelo Drosophila, que ¢
essencialmente diurno (ainda que com alguma tendéncia crepuscular), com outros insetos
noturnos, a op¢ao mais préxima disponivel sdo as mariposas (Chang et al. 2003; Gvakharia et
al. 2000; Iwai et al. 2006; Sauman e Reppert 1996, 1998; Wise et al. 2002). No entanto, o
tempo estimado de divergéncia entre dipteros e lepiddpteros é consideravelmente longo, ~280
milhdes de anos atrds (Knipple et al. 2002). No grupo dos lepidopteros, apesar de haver
trabalhos sobre insetos noturnos (mariposas) ¢ um diurno (borboleta), este tltimo aborda
apenas o gene period (Froy et al. 2003), o que restringe as possibilidades de comparacdes
entre os relogios bioldgicos das espécies.

Um dos objetivos deste trabalho foi comparar o perfil de expressdo dos genes period,

timeless, cycle e Clock em cabega de fémeas de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus, duas
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espécies de mosquitos pertencentes a sub-familia Culicinae, sendo a primeira de habitos
diurnos e a segunda noturnos (Consoli e Lourengo-de-Oliveria 1994; Forattini 2002).

A escolha dessas espécies mostrou-se promissora na produc¢do de informacgdes
inovadoras acerca da regulagdo molecular do relogio biologico. Como ja dito anteriormente,
elas tém padrao oposto de atividade, e pode-se afirmar que Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus
estejam evolutivamente separados hd menos de 95 milhdes de anos, pois, apesar de ndo haver
na literatura uma datacdo precisa para a separagdo entre elas, esse € o tempo estimado para a
ramifica¢do mais antiga do grupo dos mosquitos, que separou a subfamilia Anophelinae e os
demais culicideos (Krzywinski e Besansky 2003). Este tempo de separagao ¢ bem menor do
que o observado entre as outras espécies de insetos sobre as quais hd informagdo acerca do
relogio bioldgico e que apresentem padrao diferente de atividade entre si. Nao obstante, por
serem dipteros, ¢ também bastante valida a comparagdo com o modelo classico, Drosophila.
A distancia evolutiva estimada entre o grupo das moscas (braquiceros, segundo algumas
nomenclaturas) e o grupo de Diptera ao qual pertencem os mosquitos e flebotomineos
(nematdceros, segundo algumas nomenclaturas) ¢ de cerca de 220 milhdes de anos (Yeates e
Wiegmann 1999). Mas, nos exemplos de trabalhos citados acima, sobre insetos muito mais
distantes de Drosophila, como mariposas ¢ abelhas, os autores sempre discutem seus
resultados comparando-os aos dessa mosca. Ha também a interessante possibilidade de
comparacdo com a informacdo disponivel sobre flebotomo, inseto ainda mais préoximo
evolutivamente dos mosquitos € que compartilha com eles hébito hematéfago, mas com
padrao de atividade diferente (crepuscular).

A quantificagdo relativa dos genes de relogio period, timeless, cycle e Clock em
cabeca de fémeas Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus permitiu a determinag¢do da curva e
amplitude de ciclagem para cada um dos genes nessas espécies, tanto em regime de 12 horas

de claro e 12 horas de escuro como de escuro constante.

4.2.1 — Expressao de period em cabeca de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus

O gene registrado com a maior amplitude de ciclagem em Ae. aegypti e Cx.
quinquefasciatus foi period, sendo esta variagdo da ordem de mais de 50 vezes para as ambas
as espécies em regime de claro/escuro (Figuras 3.13A e 3.16A) e ainda Cx. quinquefasciatus
em regime de escuro constante (Figura 3.16B), e 35 vezes para Ae. aegypti em escuro

constante (Figura 3.13B). Em todos os casos, a variacdo da abundancia entre os pontos
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analisados foi altamente significativa (vide legenda das figuras), e o pico de expressdao
aconteceu entre a 13* e 19" hora, com valor maximo na 17* hora (ZT 17 no regime
claro/escuro ¢ CT 17 em escuro constante), e os valores mais baixos entre a 5* ¢ 7* horas. As
correlagdes entre as curvas de expressao de period em regime de claro/escuro e escuro
constante foram altamente significativas tanto para Ae. aegypti quanto para Cx.
quinquefasciatus (Tabela 3.6), ainda que, em ambas as espécies, nota-se ligeiro adiantamento,
quando em escuro constante, na queda da abundancia relativa deste gene a partir do momento
de pico. Também foram altamente significativas as correlagdes das curvas de period quando
comparadas entre as duas espécies, tanto em regime de claro/escuro como escuro constante
(Tabela 3.6).

Em D. melanogaster mantidas em regime de claro/escuro, period cicla cerca de 10
vezes entre os pontos de maior expressdo, nos ZTs 13 a 16, e os de menor expressdo, nas
primeiras horas da fase clara (Hardin 1994; Hardin et al. 1990; Taghert e Lin 2005), assim
como period da mosca carnivora Sarcophaga crassipalpis, ainda que neste caso tenha sido
verificada a expressao na cabec¢a de machos (Goto e Denlinger 2002). Resultados obtidos para
trés tipos de moscas diferentes — o drosofilideo Chymomyza costata (Kostal e Shimada 2001),
o califorideo Lucilia cuprina (Warman et al. 2000) e os tefritideos (as verdadeiras moscas das
frutas) Bactrocera tryoni e Bactrocera neohumeralis (An et al. 2002) — , por sua vez, apontam
para uma varia¢do da abundancia relativa de period ainda menor, de cerca de 5 vezes, sendo
conservado o pico de abundancia nas primeiras horas ap6s o apagar das luzes.

Entdo, period em moscas e nos mosquitos diurno (de. aegypti) e noturno (Cx.
quinquefasciatus) cicla em fase semelhante, mas com amplitude maior nos mosquitos. Isso
ndo significa necessariamente que, no momento de pico, os mosquitos estejam expressando
mais period do que as moscas. E possivel que o ponto de menor expressdo em mosquitos
represente valores tdo baixos que, ao ser comparado com o ponto de maior abundancia, gere a
grande amplitude descrita, pois esta ¢ relativa entre pontos maximo ¢ minimo de expressao
para cada espécie, ndo sendo comparavel entre espécies. E interessante frisar que a técnica
adotada neste trabalho para a quantificacdo de genes de relogio ¢ diferente daquela utilizada
nos experimentos mais antigos realizados com as moscas.

No trabalho realizado sobre genes de relogio em Apis mellifera, no entanto, a técnica
adotada para a quantificagdo da expressdo génica foi muito similar a deste trabalho com
mosquitos. Quando Rubin e colaboradores (Rubin et al. 2006) afirmam que o reldgio
bioldgico de Apis mellifera ¢ mais parecido com o de camundongos do que com o de

Drosophila, baseiam-se na seqiiéncia dos genes e também no padrao temporal de expressao
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dos mesmos. Entretanto, quando o fazem para period, estdo analisando a expressdao deste
conjuntamente com outro gene (cryptochrome). Analisando o resultado daqueles autores
isoladamente para period, vemos que a curva de expressdo deste gene em abelhas ¢
semelhante a encontrada para Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus, ainda que a amplitude seja,
mais uma vez, muito menor: cerca de trés vezes tanto em claro/escuro como em escuro
constante. O mesmo pode-se dizer do flebotomineo Lu. longipalpis, com perfil semelhante da
curva, mas amplitude de apenas cerca de duas vezes (Meireles-Filho et al. 2006b).

Quatro estudos independentes com diferentes espécies de lepidopteros, sendo trés
mariposas (noturnas) e uma borboleta (diurna), chegaram a resultados semelhantes para o
perfil temporal de expressao de period na cabeca dos insetos, sempre com pico nas primeiras
horas de escuro. Em Antheraea pernyi, ainda que mantida em regime de claro/escuro um
pouco diferente (17 horas de claro e sete de escuro), também nota-se expressao de period no
cérebro com o mesmo perfil de curva encontrado para os culicideos, mas com amplitude
menor, de cerca de cinco vezes (Sauman e Reppert 1996). Em Bombyx mori a amplitude ¢
ainda menor, de duas vezes, mas a fase ¢ novamente a mesma, com maior expressdo na
transi¢do de claro para escuro tanto em regime de 12 horas de claro e 12 horas de escuro
quanto no de 16 horas de claro e 8 de escuro (Iwai et al. 2006). Este ultimo regime de luz foi o
mesmo adotado no estudo sobre period em Cydia pomonella, onde mais uma vez ¢ registrada
amplitude de period de cerca de cinco vezes e valor mais alto nas primeiras horas da noite
(Gvakharia et al. 2000). Na borboleta monarca (Danaus plexippus), diurna, em regime de 14
horas de claro e 10 horas de escuro, repete-se o padrao de period: pico nas primeiras horas da
noite e amplitude de cerca de quatro vezes (Froy et al. 2003).

Hé ainda informagao sobre period em machos da barata Blattella germanica (Lin et al.
2002), e, mais uma vez, os autores afirmam que a ciclagem do gene esta de acordo com a
encontrada em Drosophila. Em regime de claro/escuro, a maior abundancia de period em
barata foi observada apds o apagar das luzes, ainda que em momento mais tardio (nos outros
insetos geralmente o pico localiza-se bem préximo a transi¢do de luz — vide comentérios
acima). Em escuro constante o perfil de ciclagem foi mantido, com pico na noite subjetiva e
vale no dia subjetivo. Embora a flutuagdo da abundancia relativa deste gene nao seja discutida
pelos autores, a observagdo dos graficos do trabalho parece indicar que period cicla com
pouca amplitude em regime de claro/escuro (menos de duas vezes) e um pouco mais em
escuro constante, atingindo cinco vezes mais produto no pico em relagdo ao vale do grafico.

Entre os quatro genes de reldgio estudados nesta oportunidade, period ¢ aquele com

mais informag¢do na literatura € com investigagdo em maior nimero de espécies. Apos

129



comparagao entre elas, conclui-se que o padrao temporal de expressao de period em cabega de
insetos ¢ semelhante nas diversas espécies para as quais hd informacdo disponivel,
independente do padrdo de atividade, apresentando fase com apenas umas poucas horas de
diferenga entre as espécies. Apesar disso, a amplitude de ciclagem varia entre elas, sendo a

dos mosquitos Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus as maiores ja relatadas.

4.2.2 — Expressao de timeless em cabeca de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus

Dentre os quatro genes de reldgio estudados neste trabalho, talvez timeless concentre o
maior nimero de discussdes controversas. Inicialmente identificado em Drosophila (Sehgal et
al. 1994), cicla robustamente nessa espécie na mesma fase de period, ou seja, com pico na
transi¢do da fase clara para a escuro, ¢ com amplitude de cerca de 12 vezes em regime de
claro/escuro e 8 vezes em escuro constante (Blau e Young 1999). E essencial nessa espécie
para a manutencdo do relogio central, sendo inclusive seu produto, a proteina TIMELESS, o
responsavel pelo acerto do relogio ao ser alvo de degradagdo prematura na presenga de luz
(Naidoo et al. 1999; Sehgal et al. 1995; Suri et al. 1998).

Em mamiferos, o gene identificado num primeiro momento como timeless ndo parecia
ciclar no nucleo supra-quiasmatico (onde reside o relogio central em mamiferos) de
camundongo (Takumi et al. 1999). Entretanto, um estudo posterior, adotando outra técnica,
evidencia timeless ciclando no nucleo supra-quiasmatico de camundongo numa aplitude de
trés vezes, com pico na transi¢cdo de fase clara para escura do dia (semelhante a fase de
timeless de Drosophila), e mantendo esse padrdo em regime de escuro constante (Tischkau et
al. 1999). Ainda assim, trabalhos posteriores questionaram o papel desse gene no
funcionamento do relogio bioldgico em mamiferos (Gotter et al. 2000). Atualmente,
reconhece-se que o gene identificado inicialmente como timeless de mamiferos ¢é, na
realidade, o homologo’ a outro gene de Drosophila, timeout, paralogo® de timeless, sem

relacdo direta com a regulagdo do relogio bioldgico nesta espécie. Estudos sobre a evolucao

7 Homologia é uma propriedade que descreve historia evolutiva comum. Genes homélogos sio aqueles cuja similaridade entre suas
sequéncias indica que divergiram de uma forma ancestral comum.Fitch WM (2000) Homology a personal view on some of the problems.
Trends Genet 16:227-231, Webber C and Ponting CP (2004) Genes and homology. Curr Biol 14:R332-333.

¥ Ha trés subcategorias de genes homoélogos (vide nota anterior): genes ortologos, paralogos e xenélogos. Ortdlogos sio genes com origem
ancestral comum e que divergiram por processo de especiagdo, encontrando-se em genomas de espécies diferentes. Pardlogos sdo genes que
surgiram por duplica¢do dentro de um mesmo genoma. Genes paralogos, por sua vez, s30 genes com origem comum que encontram-se num
mesmo genoma, tendo surgido ali por duplicagdo génica dentro de uma mesma linhagem e subsequente divergéncia de uma das copias, que
pode vir a exercer no organismo func@o bastante diferente daquela do gene original. Genes xeno6logos sdo genes com origem comum € que
encontram-se em genomas de espécies diferentes, mas cuja historia envolve transferéncia interespecifica (transfereéncia horizontal). Fitch
WM (2000) Homology a personal view on some of the problems. 7rends Genet 16:227-231, Webber C and Ponting CP (2004) Genes and
homology. Curr Biol 14:R332-333.
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da estrutura de timeless (timl) e timeout (tim2) sugerem origem antiga, como pode ser visto
em Rubin e colaboradores (Rubin et al. 2006), que comentam terem encontrado um ortélogo
de timeless em equinodermos.

Em alguns casos timeout (tim2) é apontado como o gene original, a partir do qual
timeless teria surgido por duplicagdo génica (Benna et al. 2000). Entretanto, o cendrio ainda ¢
muito confuso. timeless (timl) ndo ¢ encontrado em Caenorhabditis elegans, nem em
mamiferos ou abelhas, mas ¢ encontrado em todos os outros insetos para os quais ha
informagdo disponivel, sendo eles mariposas, mosquitos € moscas (Rubin et al. 2006)(Anexo
I). O homologo de timeout (tim2) de Drosophila, por outro lado, parece estar sempre presente:
ja foi confirmado em camundongo e abelha, e uma simples pesquisa utilizando a ferramenta
Blast no banco de dados de genomas imediatamente o identifica nos mosquitos Ae. aegypti e
Anopheles gambiae (dados ndo mostrados). E possivel que a origem da duplicagdo
timeless/timeout tenha acontecido até mesmo antes da separagdo entre nematddeos e
artropodes, € que a auséncia de timeless nas trés espécies citadas deva-se a eventos
independentes de delecdo (Benna et al. 2000; Rubin et al. 2006). Se for esse o caso, com as
informagdes disponiveis, ndo seria possivel determinar qual forma ¢ a original e qual a
derivada.

Apis mellifera ¢ o Unico inseto, até hoje, para o qual foi comprovada a auséncia de
timeless (timl), como revelam Rubin e colaboradores (Rubin et al. 2006). Esses autores
encontraram, porém, timeout (tim2) e verificaram para este o padrao de expressao temporal no
cérebro das abelhas. Em regime de claro/escuro, tim2 mostrou-se em mesma fase com period,
ou seja, com pico na transi¢ao entre claro/escuro. Entretanto, em regime de escuro constante
esse gene ndo apresentou qualquer padrdo de ciclagem. Rubin e colaboradores (Rubin et al.
2006) acreditam que tim2 ndo esteja envolvido na regulagdo do relogio, como timl de
Drosophila, por lhe faltar os dominios importantes para essa funcao.

Resultados sobre timeless em Sarcophaga crassipalpis sao muito similares aos de
Drosophila, com este gene ciclando na mesma fase de period, com pico logo apds a transi¢ao
claro/escuro, e amplitude de 10 vezes em regime de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, e
a amplitude diminuida em regime de dia mais longo (Goto e Denlinger 2002). Lu. longipalpis
também contém timeless ciclando e com pico na transi¢do de fase clara para escura,
juntamente com period, ainda que em amplitude menor (Meireles-Filho et al. 2006b). A
mariposa Bombyx mori ¢ outra espécie para a qual timeless cicla em menor amplitude, de
cerca de 2,5 vezes, e com pico coincidente com o de period, na transi¢do de claro para escuro

(Iwai et al. 2006).
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Em relagdo aos mosquitos, ¢ possivel encontrar homologos tanto de timeless quanto
timeout nos genomas completos disponiveis no banco de dados, que sdo de Ae. aegypti e
Anopheles gambiae. No Anexo I, encontra-se o seqiienciamento completo de timeless em Ae.
aegypti, bem como a anotacdo do gene em Anopheles gambiae, ¢ é demonstrada a alta
homologia de timeless destas duas espécies de mosquito com timeless de Drosophila, sendo
as regides de maior similaridade justamente aquelas envolvidas com dominios
reconhecidamente importantes em Drosophila na regulacao do reldgio circadiano, como as
duas regides de interagcdo com period e a regido de sinaliza¢do da localizagdo nuclear. Esses
dominios ndo sdo encontrados em timeout (Rubin et al. 2006).

Os fragmentos de timeless de Ae. aegypti (Figura 2.2) e Cx. quinquefasciatus (Figura
2.6) utilizados na PCR em tempo real ndo apresentam similaridade com seqiiéncia de timeout
(dados n3o mostrados), descartando a possibilidade de interferéncia deste gene na
quantificagdo de timeless. No caso de Cx. quinquefasciatus, timeless cicla na cabega das
fémeas de forma robusta tanto em regime de claro/escuro como em escuro constante (Figura
3.19). A correlagdo entre essas duas curvas ¢ altamente significativa (Tabela 3.6), ainda que
note-se em escuro constante queda antecipada da abundancia ap6s o pico em relagdo a curva
em regime de claro/escuro. A fase de ciclagem é semelhante a de period (Figura 3.18), como
em Drosophila (Figura 1.6). A amplitude de abundancia ¢ préxima a de Drosophila, tendo
ficado em torno de oito vezes em regime de claro/escuro e 10 vezes em escuro constante.

Entretanto, em cabega de fémea de Ae. aegypti, a variagdo da abundancia de timeless
entre o ponto de maior € menor expressao ¢ muito pequena: 2,5 vezes regime de claro/escuro
e trés vezes em escuro constante (Figura 3.14), ainda que o ponto de maior expressao na
transi¢do na 13 hora (ZT 13 e CT 13) seja semelhante ao das demais espécies. Apesar desses
comentarios, ¢ importante salientar que em regime de claro/escuro a variagdo da abundancia
de timeless ndo foi estatisticamente significativa (Figura 3.14A), como também ndo foi a
correlagdo entre esta curva de timeless em Ae. aegypti com aquela de Cx. quinquefasciatus em
mesmo regime de luz (Tabela 3.6).

Em escuro constante, no entanto, a variagdo da abundancia de timeless em cabega de
fémea de Ae. aegypti foi altamente significativa (Figura 3.14B), e o valor méximo registrado
no CT 15, duas horas depois em relagdo ao correspondente horario em regime claro/escuro.
Apesar da correlagdo entre as curvas de Ae. aegypti nos dois regimes de luz ndo ter sido
significativa, a correlagdo das as curvas em escuro constante entre Ae. aegypti e Cx.

quinquefasciatus foi altamente significativa (Tabela 3.6).
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Em machos de Ade. aegypti, a variagao temporal de timeless em regime claro/escuro foi
significativa, mas com pouca amplitude (cerca de duas vezes) e pico na transicdo de claro
para escuro deslocado no sentido da fase clara (Anexo I). A obtengdo de variagdo significativa
entre os pontos temporais dos resultados para machos é possivelmente devida a um nimero
maior de experimentos independentes geradores da média da expressdo do que os realizados
para as fémeas, mas ¢ interessante notar que as barras de erro ainda sdo acentuadas. A
diferenga na posi¢do do pico de timeless em machos de Ae. aegypti, deslocado na direcdo da
fase clara (Figura 3.14A) pode ser resultante do fato de ter sido para os machos analisada a
expressdo em extrato total do corpo inteiro dos mosquitos. Considerando que timeless cicla
com pouca amplitude nessa espécie, eventual expressdao desse gene em outro tecido que nao o
cérebro em fase um pouco diferente pode ter sido responsavel pelo consideravel ruido
experimental na expressdo em machos e deslocamento do pico de abundancia em relagdo a
cabega de fémeas (vide item 4.2.5 para expressdo de timeless em corpo de fémeas de Ae.
aegypti).

No trabalho sobre expressao de timeless em larvas do mosquito Wyeomyia smithii, foi
investigada a expressao deste gene em larvas de III e IV instar em regime de 10 horas de claro
e 14 horas de escuro. As duas formas apresentaram timeless ciclando em baixa amplitude
(cerca de duas vezes) e com pico na transi¢ao claro/escuro, ainda que deslocado no sentido da
fase clara no caso do IV instar, como os resultados para machos de Ae. aegypti, e nas
primeiras horas de escuro, como em cabeca de fémeas, no caso do III instar (Mathias et al.
2006).

A pequena amplitude na expressdo de timeless encontrada Ae. aegypti ¢ semelhante
aos resultados descritos acima para Wyeomyia smithii, Sarcophaga crassipalpis, Lu.
longipalpis e até mesmo Apis mellifera, ainda que no caso desta ultima trate-se de timeout e
nao de timeless.

A conclusao mais imediata que se pode chegar sobre timeless ¢ a mesma colocada
para period, ou seja, que o padrdo temporal de ciclagem em cabeca de insetos ¢ semelhante
para todas as espécies para as quais ha informagdo disponivel, independente do padrao de
atividade. A fase ¢ sempre proxima, com apenas umas poucas horas de diferenca entre as
espécies. A amplitude na variagdo da abundancia em 24 horas varia entre as espécies, como
varia para period. Na maior parte dos casos € pequena, na ordem de trés vezes no maximo,
mas em Drosophila e Cx. quinquefasciatus sobe para cerca de 10 vezes. Ainda, tanto para

Drosophila quanto para mosquitos, a amplitude na varia¢do da abundancia de timeless parece
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ser maior em regime de escuro constante. Nao hd informacgao sobre o padrao de ciclagem de
timeless em escuro constante para outras espécies.

Em Drosophila, sabe-se que period e timeless ciclam na mesma fase, com pico na
transicao entre fase clara e fase escura, e estdo sob a regulagdo do mesmo fator de transcrigao,
o dimero CLOCK-CYCLE. Em todas as espécies para as quais hd informagdo sobre esses
genes, timeless e period também ciclam em fases semelhantes entre si e em relagdo a
Drosophila, variando ndo mais que duas a quatro horas em relacdo a essa mosca. Esses dados
sugerem que a regulacdo da expressao de period e timeles seja, de forma geral, conservada ao

longo da evolugao.

4.2.3 — Expressao de cycle em cabeca de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus

Assim como period, cycle mostrou ciclagem robusta e com grande amplitude tanto em
regime de claro/escuro quanto de escuro constante (ainda que ndo tdo acentuada quanto em
period) em cabeca de fémea de Ae. aegypti (Figura 3.15) e Cx. quinquefasciatus (Figura
3.20), com resultados altamente significativos para a variagdo entre os pontos temporais
analisados (vide legenda das figuras). Em todos os casos, os valores de maior abundéncia
foram registrados nos primeiros pontos temporais (ZTs 1 e 3 em regime de claro/escuro e CTs
1 ¢ 3 em regime de escuro constante), ¢ 0 momento de menor expressdo em regime de
claro/escuro foi na transi¢ao de luz (entre os ZTs 11 e 13) e em escuro constante entre os CTs
13 e 15. Esses resultados estdo de acordo com os obtidos para machos de Ae. aegypti
mantidos em regime de claro/escuro, encontrados no Anexo II, onde cycle cicla com pico no
ZT 3 e vale no ZT 13, e amplitude de abundancia de 7 vezes.

A correlagdo entre as curvas de cycle de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus foi
altamente significativa nos dois regimes de luz (Tabela 3.6), assim como foram significativas
as correlagdes das curvas de cycle entre os regimes de luz, dentro de cada espécies (Tabela
3.6). Entretanto, vale chamar atencdo para um detalhe na comparagao entre as curvas de cycle
em regime de claro/escuro com aquela em escuro constante, tanto em Ae. aegypti (Figura
3.15) como em Cx. quinquefasciatus (Figura 3.20): nota-se um adiantamento no aumento da
abundancia relativa nos ultimos pontos temporais, onde sdo alcangados valores proximos
aqueles registrados no pico de abundancia das primeiras horas. Isso faz com que o perfil do
grafico nas curvas em escuro constante assemelhe-se a um calice, o que ndo acontece com as

curvas em claro/escuro.
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Hé menos trabalhos na literatura acerca de cycle do que de timeless e period, em parte,
provavelmente, por esse gene ndo ciclar no modelo Drosophila nem em relagdo ao RNA nem
quanto a proteina que ele codifica (Figura 1.6)(Bae et al. 2000). Goto e colaboradores (2002)
também encontraram em Sarcophaga crassipalpis expressdo constante para cycle ao longo de
24 horas em regime de claro/escuro. Estudo em Bombyx mori (mariposa) sobre a estrutura de
cycle (na realidade denominado Bmal, como o homologo de cycle em mamiferos) incluiu uma
investigacdo inicial sobre a variagdo temporal na abundancia deste gene, mas os resultados
apontaram para uma expressdo constante (Markova et al. 2003). Entretanto, os autores
verificaram a expressdo em apenas dois pontos temporais no intervalo de 24 horas, ¢ eles
mesmos comentam que esse resultado ndo pode ser considerado conclusivo para o padrao de
expressao temporal do gene nessa espécie.

Entretanto, cycle cicla robustamente ndo apenas em mosquitos, como descrito acima,
mas também em flebotomineo e abelha, da mesma forma que em mamiferos (Bmal). No
primeiro caso, em Lu. longipalpis cycle cicla em cabe¢a de fémeas e machos (inteiros)
mantidos a 12 horas de claro e 12 horas de escuro com amplitude de cerca de duas vezes
(Meireles-Filho et al. 2006a), menor do que a encontrada em mosquitos, mas com fase
similar, ainda que um pouco atrasada em relagdo aos mosquitos: pico no meio do dia, entre os
ZTs 4 e 8, e vale no meio da noite, no ZT 16. Mesmo assim, como em mosquitos, cycle cicla
no flebotomineo em fase oposta aquela de period e timeless (Meireles-Filho et al. 2006a;
Meireles-Filho et al. 2006b). No segundo caso, abelha, Rubin e colaboradores (Rubin et al.
2006) demonstram cycle ciclando em cabeca de Apis mellifera também em fase oposta a
period e timeless, tanto em regime de claro/escuro como em escuro constante, ainda que em
amplitude menor do que duas vezes entre pico e vale. Entretanto, apesar das semelhancas, em
nenhuma espécie a amplitude de ciclagem de cycle sequer se aproxima da encontrada no
presente trabalho para cabeca de fémeas de Cx. quinquefasciatus e Ae. aegypti, ¢ ainda em
machos dessa ultima espécie.

Rubin e colaboradores (Rubin et al. 2006) realizaram, ainda, estudos sobre a estrutura
e filogenia dos genes de reldogio que comprovam a divergéncia do reldgio biologico de
Drosophila em relagdo aos outros insetos. Meireles-Filho e colaboradores (Meireles-Filho et
al. 2006a) também abordaram, no caso especifico de cycle, a questdo da analise da estrutura
génica entre os insetos. Esses estudos mostram, por exemplo, que o dominio de transativagao
do dimero CYCLE-CLOCK, que em Drosophila encontra-se codificada na extremidade 3’ de
Clock, localiza-se na por¢ao 3’ de cycle (ou BMAL, o homdlogo de cycle em mamiferos e

mariposas) em mosquitos, mariposa, abelha, flebotomineo e camundongo.
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4.2.4 — Expressao de Clock em cabeca de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus

Nao foram encontradas variagdes significativas entre a expressao relativa de Clock nos
12 pontos temporais, num intervalo de 24 horas, analisados para Ae. aegypti (Figura 3.16) e
Cx. quinquefasciatus (Figura 3.21), tanto em regime de claro/escuro quanto de escuro
constante. Entretanto, cédlculos de correlagdo comprovam a variagdo temporal na abundancia
deste gene. Primeiramente, o perfil dos quatro graficos (os dois na Figura 3.16 ¢ os dois da
Figura 3.21) ¢ bastante similar, aproximando-se da forma de calice. Ao comparar dentro de
cada espécie os graficos entre os dois diferentes regimes de luz, clculos estatisticos apontam
para correlagdes positivas significativas nas duas espécies (Tabela 3.6). Comparagdes entre as
espécies quanto a expressao de Clock em cada um dos regimes de luz também mostram
correlagdes positivas significativas (Tabela 3.6). Mais importante ainda, a variacdo da
concentragdo de Clock nos diferentes pontos temporais apresenta correlagdo positiva e
significativa com cycle, comprovando que a abundancia do primeiro flutua em mesma fase
deste ultimo (Tabelas 3.1, 3.2, 3.4 ¢ 3.5). Nota-se também curiosas similaridades entre os
pontos de menor e maior abundancia destes graficos. Em regime de claro/escuro, pico e vale
recaem sobre ZTs proximos: o pico no ZT 3 em Ae. aegypti e ZT 1 em Cx. quinquefasciatus,
e o vale nos ZTs 9 e 11 respectivamente. Em escuro constante, o perfil de abundancia de
Clock das duas espécies mantém o ponto de menor expressdo no momento correspondente
aquele registrado em claro/escuro, ou seja, CT 9 em Ae. aegypti ¢ 11 em Cx.
quinquefasciatus. Entretanto, o valor de maior abundancia foi registrado no CT 21 nas duas
espécies, sugerindo um adiantamento no aumento da abundancia relativa apos o ponto de
menor expressdo. Desta forma, o pico correspondente as primeiras horas do ciclo seguinte
estaria sendo antecipado para as ultimas horas do ciclo em questdo. Esse efeito foi também
observado nas espécies estudadas para period, timeless (apenas em Cx. quinquefasciatus) e
cycle (vide itens 4.2.1, 4.2.2 ¢ 4.2.3, respectivamente). E pouco provavel que todos esses fatos
sejam frutos de mero acaso, e sugerem que Clock esteja realmente ciclando na cabeca das
duas espécies e mantendo o padrdao em escuro constante, inclusive com o adiantamento de
fase no final da curva observado para os outros genes. As correlagdes significativas na
varia¢do da abundancia de Clock observadas entre as duas espécies (Tabela 3.6) suportam esta
interpretagdo. E possivel que o resultado ndo significativo da analise de varidncia, como
sugerido para timeless de Ae. aegypti em regime de claro/escuro, seja devido a baixa

amplitude de ciclagem de Clock, que ficou na faixa de 2 a 3 vezes entre pico e vale nos quatro
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graficos. E possivel que, no caso de Clock, para obter valores significativos na analise de
variancia seja preciso considerar nimero maior de réplicas para os experimentos.

Clock cicla em D. melanogaster com amplitude de cinco vezes tanto em regime de
claro/escuro como de escuro constante (Bae et al. 1998; Cyran et al. 2003), ¢ em anti-fase em
relagdo a period e timeless. No entanto, em Lu. longipalpis a ciclagem de Clock acontece em
fase oposta, ou seja, com fase semelhante a de period e timeless, com pico de abundancia na
transicdo da fase clara para escura (Meireles-Filho et al. 2006b). Naquela oportunidade, os
autores sugeriram que o pico de expressao de Clock mais tardio em relagdo ao de Drosophila
poderia estar relacionado a atividade também mais tardia do flebotomineo em relagdo a
mosca. Entretanto, essa relagdo entre fase de ciclagem de Clock e padrao de atividade nao se
confirma em mosquitos. Os resultados do presente trabalho mostram o mesmo padrdo de
expressdo temporal de Clock em duas espécies de mosquito com padrdo de comportamento
oposto: a espécie diurna Ae. aegypti e a noturna Cx. quinquefasciatus (vide item 4.1.1). O
grupo que estudou reldgio bioldgico de Apis mellifera (Rubin et al. 2006) comenta que Clock
ndo cicla nesta espécie. Entretanto, considerando o que foi encontrado no presente estudo,
seria prudente ndo descartar a hipdtese de Clock ciclar em abelha da mesma forma que aqui ¢
sugerido para mosquitos, ou seja, com pouca amplitude e muito ruido, dificultando a
confirmacao por célculos estatisticos.

A inconsisténcia no padrao de expressdo de Clock entre as espécies de insetos nio
implica necessariamente em diferencas importantes no papel que este gene e seu produto, a
proteina CLOCK, desempenham no funcionamento do relogio biologico. Estudos de
manipulagdo da expressao de Clock em Drosphila mostraram que a alteragdes no perfil de
RNA deste gene ndo influem nos ritmos moleculares de period, timeless e cycle, e apontam
para um importante processo de regulagdo pos-traducional de Clock (Kim et al. 2002), idéia
suportada por estudo mais recente realizado por Yu e colaboradores (Yu et al. 2006). Desta
forma, tais etapas de regulacdo pos-traducional de Clock podem aproximar a dindmica geral
do papel deste gene no mecanismo regulatério do relogio biolodgico de espécies que
inicialmente aparentam grandes diferencas em relacdo a este gene quando focado apenas o

padrdo temporal de abundancia de RNA.
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4.2.5 — Expressao circadiana dos genes de relégio em corpo de fémeas decapitadas

de Aedes aegypti e consideracdes sobre a expressio em corpo inteiro de machos

Estudos em Drosophila mostraram que period e timeless ciclam na mesma fase em
diferentes partes do corpo de machos, mas em fémeas sdo constitutivamente expressos nos
ovarios (Beaver et al. 2003; Hardin 1994). Por esse motivo, ao analisar a expressdo de genes
de relogio em fémeas, separa-se as cabegas dos corpos. Nos machos, por sua vez, trabalha-se
com o extrato total do corpo. Ainda que ndo haja na literatura trabalhos sobre a expressao de
genes de reldgio em ovdrio de outras espécies de insetos, Meireles e colaboradores (Meireles-
Filho et al. 2006a; Meireles-Filho et al. 2006b) confirmam que, em flebotomineo, period,
timeless, Clock e cycle sdo expressos em mesma fase em cabeca de fémea e extrato total do
corpo inteiro de machos. Esses autores aproveitaram a oportunidade para verificar a expressao
desses genes nos corpos decapitados das fémeas, ainda que sem dissecar tecidos especificos.
Ao comparar os resultados da expressdo no corpo de fémea com aquela encontrada na cabega
das fémeas e nos machos, os autores encontram o mesmo padrio de ciclagem e amplitude
para Clock, mas em fase oposta no caso de timeless, e para period o resultado foi uma
expressdo constitutiva no corpo das fémeas (Meireles-Filho et al. 2006b), assim como foi para
cycle (Meireles-Filho et al. 2006a).

Os Anexos I e Il contém, respectivamente, resultados sobre a expressdo temporal de
timeless e cycle em corpo inteiro de machos de 4e. aegypti. Comparando esses resultados com
os obtidos para esses genes em cabega de fémeas (Figuras 3.14A e 3.15A), notamos que o
perfil e amplitude de ciclagem sdo similares, assim como foram em Lu. longipalpis (Meireles-
Filho et al. 2006a; Meireles-Filho et al. 2006b) e Drosophila (Beaver et al. 2002; Beaver et al.
2003; Hardin 1994).

Ja nos corpos decapitados das fémeas de Ae. aegypti mantidas em regime de
claro/escuro, timeless, cycle e Clock nao ciclam (Figura 3.17B, 3.17C e 3.17D), enquanto
period cicla (Figura 3.17A) em fase semelhante ao encotnrado nas cabecas das fémeas (Figura
3.13A e Tabela 3.6), mas em amplitude muito menor. Desta forma, os resultados sobre a
comparacdo da expressao dos genes de reldgio period, timeless, cycle e Clock em corpo de
fémeas ndo poderiam ser mais diferentes em Ae. aegypti do que os obtidos em Lu.
longipalpis, ja que period ¢ o nico deles que ndo cicla no corpo de fémeas do flebotomineo

(Meireles-Filho et al. 2006a; Meireles-Filho et al. 2006b).
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Quanto a diferenca na amplitude de ciclagem encontrada para period entre cabega e
corpo de fémeas de Ae. aegypti, € possivel que em corpo este gene esteja ciclando em algum
(ou alguns) tecido(s) (relogios periféricos) da mesma forma que na cabega (na mesma fase e
amplitude), mas que em outro(s) tecido(s) esteja sendo expresso de forma constante, como
acontece no caso de period e timeless no ovario de Drosophila (Beaver et al. 2003). Desta
forma, o tecido com expressao constitutiva estaria mascarando o efeito da ciclagem de period
nos tecidos com reloégio funcional, resultando numa curva de expressio de pequena
amplitude. Ainda assim, seria possivel ver um padrao de ciclagem justamente devido a grande
amplitude na expressao de period no reldgio bioldgico de mosquito. Se for este o caso, ndo ¢
descartada a hipotese de algum ou todos os outros trés genes estarem ciclando em possiveis
relogios periféricos, pois, como suas amplitudes sdo muito menores, qualquer ruido gerado
acarretaria na perda de resolu¢do da curva. Para esclarecer essa questdo, seria necessaria a
analise da expressdo génica em tecidos especificos, comecando, por exemplo, por separar
ovario do restante do corpo da fémea. Entretanto, isto ficou fora do escopo do presente

trabalho.

4.2.6 — Comparaciao do padrao de expressio entre os genes de relogio e entre

Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus

Os genes period, timeless, cycle e Clock regulam o marcapasso central do relogio
biologico em Drosophila ao promoverem, juntamente com as proteinas traduzidas de suas
seqiiéncias, uma alca de retro-alimentagdo negativa de cerca de 24 horas de duragdo (Hardin
2005). Nessa alca, o produto de cycle e Clock, as proteinas CYCLE e CLOCK, formam um
heterodimero que atua como fator de transcricdo de period e timeless (Figura 1.5). Por agir
conjuntamente, precisam estar disponiveis num mesmo intervalo de tempo na célula. Nesta
mosca, encontra-se cycle em abundancia constante tanto para o RNA quanto para sua proteina
(Figura 1.6), e o ritmo molecular ¢ observado em Clock tanto na ciclagem de seu RNA
mensageiro (Figura 1.6) quanto no padrao de fosforilagao de sua proteina (Yu et al. 2006). Os
genes period e timeless atuam conjuntamente e suas proteinas também formam um
heterodimero. As curvas de ciclagem temporal de seus RNAs tem a mesma fase, e as de suas
proteinas, poucas horas depois das curvas de RNA, apresentam sutil diferenga temporal entre

si (Figura 1.6).
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O presente estudo ndo se propoOs a verificar a curva de abundancia das proteinas dos
genes de relogio em Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus e, por isso, poucas consideragdes
podem ser feitas acerca dos mecanismos regulatorios da al¢a central do relogio bioldgico
dessas espécies. Entretanto, a observacdo do padrao encontrado para a expressdo circadiana
de period, timeless, cycle e Clock nesses mosquitos, embasada pelos resultados das
correlacdes entre as curvas de expressao destes genes nos diferentes tipos de amostra, induz a
algumas consideracdes a esse respeito. Vale ressaltar de forma conjunta o que ja foi afirmado
nos topicos de discussdo de cada gene sobre a semelhanca entre o padrdo de ciclagem
circadiana dos genes de relogio entre Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus, em regime de
claro/escuro e de escuro constante, assim como a manutengdo do padrao quando em escuro
constante.

As correlagcdes mostram que, para ambas as espécies, o padrao de ciclagem dos genes
¢ semelhante em regime de claro/escuro e escuro constante (Tabela 3.6). Quando realizada
comparagao interespecifica do padrao de abundancia circadiana de cada gene, os caculos de
correlacdo também evidenciaram curvas similares para quase todos os genes, com excecao de
timeless (Tabela 3.6), provavelmente devido a questdes discutidas no item 4.2.2. Com base
nos padrdes de expressdo observados e nessas correlagdes positivas e significativas, ¢
proposta na Figura 4.1 uma representagdo estilizada do padrao geral de variacao temporal da
abundancia de period, timeless, cycle e Clock em mosquitos, ou, a0 menos, na subfamilia
Culicinae.

A semelhanca no padrdo de expressdo de genes de relogio entre Ae. aegypti e Cx.
quinquefasciatus talvez explique o resultado encontrado para a proporc¢ao de atividade em dia
subjetivo, representado na Figura 3.10 e discutido no item 4.1.2, onde Cx. quinquefasciatus
parece aproximar-se do padrdo de Ae. aegypti que, por sua vez, ndo muda muito daquele
encontrado em regime de claro/escuro (Figura 3.5). Talvez a regulacdo do reldgio central em
ambas as espécies seja de fato muito semelhante e conservada, e representativa de um padrao
ancestral de atividade diurna. Neste caso, Cx. quinquefasciatus teria evoluido de modo a
adquirir algum mecanismo adicional que provocaria forte inibi¢do de sua atividade na
presenca de luz, ou seja, o comportamento noturno seria uma caracteristica derivada. Se for o
caso, esta seria a explicacdo para o fendmeno observado no comportamento de Cx.
quinquefasciatus quando mantido em escuro constante, onde tende a mudar seu padrdo de
atividade no sentido de tornar-se mais semelhante ao de Ae. aegypti.

As proximas correlagdes a serem discutidas sdo aquelas das comparagdes entre genes

dentro de um mesmo tipo de amostra. Quer seja em regime de claro/escuro como escuro
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constante, e tanto para Ae. aegypti (Tabela 3.1 e 3.2) quanto para Cx. quinquefasciatus
(Tabela 3.4 e 3.5), ¢ sugerido que period e timeless ciclem na mesma fase, bem como cycle e
Clock, e que estes dois pares de genes ciclem em anti-fase um em relagdo ao outro. A Figura
4.1 pode ser usada como auxilio visual para o entendimento da interacdo entre as curvas de
expressao desses quatro genes. Olhando também a Figura 1.6, ¢ possivel perceber
semelhancas interessantes, com exce¢do de cycle (que ndo cicla em Drosophila), entre o
padrdo encontrado para mosquitos e aquele de D. melanogaster, discutido no inicio deste
topico.

A sugestdo mais imediata a ser feita sobre a variagdo circadiana da abundancia dos
genes de relégio em mosquitos talvez seja a de que period e timeless estejam sendo regulados
pelos mesmos fatores de transcri¢do, como em Drosophila, j4 que o aumento de suas
expressdes sempre acontece no mesmo momento. Seria possivel, entdo, que esse fator de
transcri¢ao seja o mesmo de Drosophila, o heterodimero CYCLE-CLOCK, devido a Clock
parecer ciclar em mosquito na mesma fase que em Drosophila. O fato de Clock, um
componente do heterodimero que age como fator de transcri¢do de period e timeless, estar em
sua mais baixa expressdo em Drosophila quando esses genes comegam a aumentar suas
expressoes, sugere mecanismos de controle pos-transcricional e/ou pos-traducional que faga
com que a curva de abundancia da proteina ndo seja coincidente com aquela do RNA, como
na realidade acontece para Drosophila (Yu et al. 2006) e poderia estar acontecendo também
em mosquitos.

Outra suposi¢do cabivel seria a de que a expressdo de cycle e Clock de mosquitos
estaria sob efeito de um mesmo sistema regulatorio, ja que suas curvas de expressao também
sdo coincidentes. Clock de mosquito (Figuras 4.1) cicla em fase semelhante aquela de
Drosophila (Figura 1.6), para a qual ja sdo conhecidos dois genes envolvidos na sua
regulagdo, vrille ¢ Pdple, o primeiro imputado como repressor da transcri¢ao de Clock ¢ o
segundo como ativador desta (Blau e Young 1999; Cyran et al. 2003). A Figura 4.1 sugere
que Clock e cycle em mosquitos estejam sob efeito de um mesmo repressor apos o inicio do
dia (ou durante o dia “subjetivo”). Estudos sobre a expressao dos genes homologos a vrille e
Pdple em mosquitos trariam informagdes valiosas acerca desta suposi¢do. Da mesma forma,
seria de grande valia estudo em mosquitos sobre a estrutura da regido promotora de cycle em
comparag¢do a de Clock, na tentativa de identificar dominios semelhantes que reforcem a
possibilidade de regulacdo desses genes pelo mesmo sistema em mosquitos. Se for esse o
caso, ¢ indo mais longe na especulagdo, um subseqliente estudo sobre as regides promotoras

de Clock e cycle comparando-as entre mosquitos € Drosophila, poderia levantar a uma
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explicacao sobre cycle nao ciclar na mosca, mas sim nos mosquitos (por exemplo, perda de
dominio de ligacdo de agentes regulatorios).

Entretanto, em flebotomineo, a expressao de cycle apresenta pico no meio da fase clara
(Meireles-Filho et al. 2006a) e ¢ anterior a de Clock, que acontece na transi¢ao da fase clara
para a fase escura (Meireles-Filho et al. 2006b). Desta forma, caso os genes cycle € Clock em
mosquitos compartilhem do mesmo mecanismo regulatorio, em flebotomineo provavelmente
isso ndo se aplica.

Considerando que os genes de relogio relacionam-se aos pares em mosquito, como o
fazem em Drosophila (period-timeless; cycle-Clock), ¢ interessante chamar a atengdo para o
fato de, em mosquitos, um componente de cada par ciclar em grande amplitude (period e
cycle) enquanto o outro em pequena amplitude (timeless e Clock). E possivel que os genes
que ciclam em grande amplitude sejam os decisivos no conseqiiente padrao de abundancia do
heterodimero formado por suas proteinas (se for também esse o caso em mosquitos), enquanto
os de baixa amplitude representem apenas uma ciclagem acessoria. Vale lembrar que no
Anexo I encontram-se resultados sobre a andlise da estrutura do gene timeless de Ae. aegypti,
onde sdo identificadas véarias regides de alta similaridade com dominios conhecidos neste
gene em Drosophila, sendo os mais conservados aqueles que codificam as regides de
interacdo com a proteina PERIOD. Esse fato sugere fortemente que, em mosquito,
TIMELESS também forme heterodimero com PERIOD. Estudos em mosquitos sobre a
seqiiéncia de period auxiliariam no fortalecimento dessa hipotese. O mesmo tipo de estudo
sobre a seqliéncia de cycle e Clock de mosquitos poderia ajudar no esclarecimento sobre a

possibilidade das proteinas codificadas por esses genes também formarem heterodimero.
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Figura 4.1: Gréfico estilizado representativo do modelo geral proposto para o padrao de
variagdo temporal da abundancia de period, timeless, cycle e Clock em mosquitos (cabeca de
fémeas e machos), ou a0 menos na subfamilia Culicinae, em regime de 12 horas de claro e 12
horas de escuro. O gréfico foi confeccionado com base em aproximagdes a partir das curvas
reais encontradas para estes genes em Ae. aegypti, expostas nas Figuras 3.13 a 3.16, e Cux.
quinquefasciatus, expostas nas Figuras 3.18 a 3.21. O eixo das abscissas indica o Zeitgeber
Time (ZT). O ZT zero ¢ o momento em que a luz acende e o ZT 12 quando ela ap aga, tendo
sido a transi¢do da luz abrupta. O eixo das ordenadas representa a abundancia relativa, mas a
amplitude de cada curva ndo estd em escala real. Um grafico dessa natureza para os resultados
em escuro constante seria muito similar, salvo pela tendéncia de adiantamento de fase de
cerca de duas horas, notado nos ultimos trés ou quatro pontos analisados dentro do intervalo
de 24 horas (vide Figuras 3.13 a3.16 ¢ 3.18 a 3.21).
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4.3 — Efeito da inseminacio e da alimentacio sangilinea na expressao dos genes de

relogio period, timeless, cycle e Clock em fémeas de Aedes aegypti

O estudo do comportamento de insetos hematofagos atrai a atencdo seja pela
importincia que o hébito de sugar sangue tem em algumas espécies na transmissdo de
patdgenos a humanos e/ou animais quer seja pelo simples fato desse comportamento nos ser
tdo incomodo e dificil de ser ignorado. Por esse motivo, encontra-se na literatura vasta
informacao sobre o padrao de atividade de insetos hematofagos, em especial sobre culicideos
(Clements 1999). A inseminagao ¢ um dos fatores capazes de causar alteragdo no padrao de
atividade das fémeas de mosquitos (Chiba et al. 1992; Jones e Gubbins 1979), assim como a
ingestdo de sangue também exerce influéncia nesse comportamento (Clements 1999; Jones
1981; Jones e Gubbins 1978; Rowland 1989).

Trabalhando com Anopheles gambiae, Jones e Gubbins (Jones e Gubbins 1978)
mostram forte efeito da inseminacdo na altera¢do do padrao de comportamento de fémeas nao
alimentadas com sangue. Quando analisam o efeito conjunto da inseminagdo e ingestdo de
sangue, os autores registram forte depressao na atividade do inseto. No entanto, o efeito
isolado da alimentagdo sangiiinea ndo foi avaliado naquela oportunidade.

Rowland (Rowland 1989), por sua vez, encontra para Anopheles stephensi o mesmo
forte efeito da inseminagdo alterando o padrao de atividade da espécie, sendo essa alteragao
ainda mais severa quando as fémeas inseminadas sdo alimentadas com sangue. Entretanto,
este autor mostra que fémeas virgens alimentadas com sangue ndo modificam muito sua
atividade em relagdo as fémeas virgens nao alimentadas.

Jones (Jones 1981) chega a resultados semelhantes em Ae. aegypti. Ele demonstra o
forte efeito inibitorio que a inseminagdo causa na atividade da espécie, que é potencializado
quando as fémeas estdo, além de inseminadas, alimentadas com sangue. Porém, ao comparar a
atividade de fémeas virgens alimentadas com sangue com aquela de fémeas virgens nao
alimentadas, ele mostra que a ingestdo de sangue por si s6 ndo causa alteragdo expressiva no
padrdo de atividade. Isso faz sentido com a necessidade bioldgica da espécie. Afinal, ndo
basta estar alimentada com sangue para poder desenvolver seus ovos, pois essa fémea precisa
também ser inseminada por um macho para poder completar seu ciclo reprodutivo.

Meireles-Filho e colaboradores (Meireles-Filho et al. 2006b) demonstram o efeito da
ingestdo de sangue no comportamento de Lu. longipalpis. Apesar destes autores ndo terem

controlado a inseminagdo, a metodologia por eles adotada sugere que a maioria das fémeas
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estivesse inseminada (Peixoto, comunicagdo pessoal). Partindo deste principio, vé-se no
flebotomineo efeito semelhante ao encontrado em Ae. aegypti: uma diminui¢ao na atividade
das fémeas inseminadas e alimentadas com sangue em relagdo aquelas apenas inseminadas e
nao alimentadas com sangue (Jones 1981; Meireles-Filho et al. 2006b).

Poucos sdo os estudos sobre o impacto da alimentacdo sanguinea no padrao de
expressdo génica de insetos vetores. Entretanto, um interessante trabalho em An. gambiae
mostra os resultados obtidos pela comparagdo dos transcriptomas de fémeas ndo alimentadas
e alimentadas com sangue (Ribeiro 2003). Neste estudo, 435 transcritos encontravam-se
aumentados ou diminuidos nas fémeas alimentadas com sangue, mas nenhum dos genes
estudados no presente trabalho constam deste grupo.

Os trabalhos de Meireles-Filho e colaboradores com Lu. longipalpis (Meireles-Filho et
al. 2006a; Meireles-Filho et al. 2006b) foram pioneiros pelo enfoque no efeito que o repasto
sangiiineo causa na expressao de genes de relégio. Um dos objetivos do presente trabalho foi
realizar, em mosquitos, um estudo semelhante ao daqueles autores, mas analisando nao
apenas o efeito do repasto sanguineo como também o da inseminacao sobre a expressdo dos
genes de relogio period, timeless, cycle e Clock. Para tal, Ae. aegypti foi adotado como
modelo, sendo considerados paralelamente quatro grupos de fémeas em diferentes estados
fisiologicos: fémeas virgens (ndo alimentadas com sangue), inseminadas (ndo alimentadas
com sangue), virgens alimentadas com sangue e, por ultimo, inseminadas alimentadas com
sangue. A andlise da expressdao génica foi realizada em um Unico ponto temporal, meia hora
antes do apagar das luzes e cerca de 30 horas ap6s o repasto sangiiineo dos grupos submetidos
a essa variavel. Apesar de ter sido analisado apenas um Unico ponto, esta metodologia esta de
acordo com a adotada por Meireles-Filho e colaboradores (Meireles-Filho et al. 2006b).

Os resultados obtidos na verificagdo da expressao dos genes de reldgio period, timeless,
cycle e Clock em cabega de fémeas de Ae. aegypti mostram que ha inibi¢ao significativa da
expressao de trés deles, period, timeless e cycle, no ponto temporal analisado, e que ela estd
relacionada exclusivamente com o efeito da hematofagia (Figura 3.22). Os mesmos testes
realizados nos corpos decapitados das fémeas apontam para inibicdo significativa da
expressdo em todos os quatro genes, e, mais uma vez, relacionada exclusivamente a
hematofagia (Figura 3.23). E descartada a hipotese de mudanga de fase do padrio de
expressao desses genes, ja que eles ciclam em fases diferentes uns em relagdo aos outros. Se
fosse caso de mudanca de fase, ndo se esperaria encontrar efeito na mesma dire¢do (inibi¢ao)
para todos eles. A falta de relagdo entre inseminagdo e a variagdo da expressao dos genes de

relogio em Ae. aegypti surpreende, uma vez que o padrdo de atividade deste inseto sofre

145



importante alteracao nas fémeas inseminadas em relagcdo as virgens (Clements 1999; Jones
1981).

Ao comparar os resultados do efeito da hematofagia na expressdo dos genes de reldgio
entre Ae. aegypti e Lu. longipalpis, vé-se que period ¢ timeless sofrem diminui¢do de suas
expressoes tanto na cabega com nos corpos decapitados das duas espécies (Figuras 3.22 e
3.23) (Meireles-Filho et al. 2006b). Clock ndo sofre alteracdo nas cabegas das fémeas de
ambas as espécies, mas no corpo ¢ inibido em Ae. aegypti, enquanto em Lu. longipalpis
continua sem sofrer alteracdo (Figuras 3.22 e 3.23) (Meireles-Filho et al. 2006b). No caso de
cycle, Ae. aegypti mostra efeito inibitorio da hematofagia na expressdo tanto do corpo como
da cabeca (Figuras 3.22 e 3.23), enquanto em flebétomineo nao had qualquer alteragdo
significativa na expressdo de cycle apds o repasto sangiiineo (Meireles-Filho et al. 2006a).

Para explicar o efeito da inibicdo especifica de period e timeless em funcao da ingestao
de sangue que Meireles-Filho e colaboradores (Meireles-Filho et al. 2006a; Meireles-Filho et
al. 2006b) encontraram em Lu. longipalpis, esses autores propdem que o estresse oxidativo
causado nos insetos pela digestdo do sangue (Dansa-Petretski et al. 1995) poderia estar
causando alteragdes no produto do gene Clock, a proteina CLOCK, sem afetar o perfil de
transcri¢ao deste gene. Tais alteragdes acarretariam no comprometimento da ligagdo desta
proteina ao DNA, como ja observado para o homologo deste gene em mamiferos em situacao
de estresse oxidativo (Rutter et al. 2001). Aqueles autores partem da premissa que CLOCK
atua em flebotomineo como ativador da transcricdo de period e timeless, provavelmente em
conjunto com CYCLE, assim como acontece em tecidos com reldgio funcional em
Drosophila. Eles acreditam que a inibicdo da funcdo de CYCLE e CLOCK como fatores de
transcri¢do de period e timeless seria a explicagdo para a diminui¢do observada na expressao
destes dois genes. Entretanto, essa hipdtese, de imediato, parece adequar-se apenas ao
resultado de reducdo de period e timeless na cabeca das fémeas, onde os autores encontraram
esses genes ciclando como em Drosophila. No corpo de flebotomineo, period ndo cicla, o que
sugere que sua expressao possa nao estar sendo regulada da mesma forma que em tecidos com
relogio funcional. Em ovario de Drosophila, period também ndo cicla, e foi comprovada que
sua expressdo constante nao estd sujeita a regulacdo pelos fatores transcricionais CYCLE e
CLOCK (Beaver et al. 2003). Assumindo que o mesmo ocorra em flebotomineo, a reducao da
expressdo de period e timeless no corpo deste inseto apos ingestdo de sangue ndo seria
causada pela perda de fun¢do de CLOCK e CYCLE. Contudo, vale lembrar que timeless cicla
em corpo de fémeas de flebotomineo (Meireles-Filho et al. 2006a; Meireles-Filho et al.

2006b), sugerindo que CYCLE e CLOCK estao participando da sua regulacdao e que talvez
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period nao cicle no corpo por outros motivos, como uma possivel maior estabilidade de seu
RNA.

Os resultados encontrados em Ae. aegypti sugerem que o efeito da ingestdo de sangue na
inibi¢do da expressao dos genes do relogio seja mais abrangente que em Lu. longipalpis, visto
que o repasto sangiliineo afetou negativamente a expressao dos quatro genes no corpo e trés
deles na cabeca das fémeas (Figuras 3.22 e 3.23). Através do estudo de transcriptoma em An.
gambiae, Ribeiro (Ribeiro 2003) ja havia demonstrado que o repasto sangiliineo causa
alteracdo no padrdo de expressdo de muitos genes, sendo alguns aumentados e outros
diminuidos apos a ingestdo de sangue.

Nao ¢ possivel afirmar que a inibi¢do na expressao dos genes do reldgio de Ae. aegypti
esteja diretamente associada a redu¢do na atividade de voo. Fémeas virgens alimentadas com
sangue apresentam redu¢do na expressdo dos genes de relogio, mas ndo alteram muito seu
comportamento (Jones 1981). Contudo, fémeas de Ae. aegypti alimentadas e inseminadas
apresentam reducdo da atividade quando comparadas com fémeas inseminadas e ndo
alimentadas (Jones 1981). E possivel que seja necessario o sinergismo entre inseminago e
alimentacdo para que a redugdo na expressdo dos genes do reldgio, associada a ingestdo de

sangue, cause efeito inibitorio na atividade de voo.

4.4 — Injecao de RNA dupla-fita de timeless em fémeas adultas de Aedes aegypti

O processo de entendimento sobre a fungdo de um gene envolve muitos caminhos. No
campo da biologia molecular, os estudos pioneiros nesse sentido foram realizados com o
modelo Drosophila, e envolviam a indugdo de mutagénese e posterior isolamento de possiveis
mutantes com alteracdes nas caracteristicas desejadas. Estes mutantes eram entdo mapeados
geneticamente e seus genes identificados. Esse processo de mapeamento da funcdo de um
gene a partir do fendtipo ¢ conhecido como genética direta, e ndo s6 foi como ainda é muito
utilizado em Drosophila e outros organismos, tendo sido dessa maneira que os principais
genes de relogio foram identificados (Stanewsky 2003). O avango das técnicas moleculares
tornou possivel a manipulacdo especifica de genes nos organismos, dando origem as técnicas
de genética reversa. Em principio, elas compreendem a investigacdo da associagdo entre gene
e fendtipo a partir da manipulacdo do gene e posterior avaliagdo do fenotipo, ou seja, o

caminho reverso ao da genética direta.
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O RNA de interferéncia ¢ provavelmente a técnica de genética reversa mais ampla e
intensamente aplicada na ciéncia nos Ultimos anos (Boudreau e Davidson 2006; Fuchs e
Borkhardt 2007; Kuhn et al. 2007; Lamitina 2006; Liu et al. 2007; Meister e Tuschl 2004;
Novina e Sharp 2004; Rohl e Kurreck 2006; Scaria et al. 2006; Sontheimer 2005). Ela
consiste, em linhas gerais, em promover no meio celular a existéncia de RNA do gene de
interesse em estrutura de fita dupla, o que desencadeia um processo em cascata que inicia-se
pela destruicao de tal RNA em fita dupla e leva a conseguinte degradacao das copias de RNA
em fita simples disponiveis no meio celular complementares aquela inicial em fita-dupla,
gerando um efeito de silenciamento da expressdo do gene em questdo (Sontheimer 2005). O
método adotado para que o RNA dupla-fita torne-se disponivel na célula e o tamanho do
mesmo sao variacoes da técnica.

O tultimo objetivo deste trabalho foi tentar estabelecer a relagdo entre genes de relogio
e comportamento em mosquitos por técnica de genética reversa, através da injecdo de RNA
dupla-fita em insetos adultos e posterior monitoramento da atividade locomotora. Ae. aegypti
foi adotado como modelo e timeless eleito o gene a ser testado. O motivo da escolha de
timeless reside em sua importancia em Drosophila com o acerto do relogio (Busza et al. 2004;
Emery et al. 2000; Lin et al. 2001; Naidoo et al. 1999; Rieger et al. 2003; Stanewsky et al.
1998; Suri et al. 1998), na conservagao de seu padrao de expressao no grupo dos insetos (vide
item 4.2.2) (o que sugere conservacao de sua funcdo) e por ter sido o primeiro cuja seqiiéncia
completa foi obtida nesse mosquito (Anexo I).

Apesar das vantagens da técnica de RNA de interferéncia, esta ndo ¢ sempre eficaz,
muitas vezes nao resultando no silenciamento génico esperado. Em alguns casos, mesmo que
haja silenciamento, ndo detecta-se fenotipo (comunicagdo pessoal de alguns integrantes do
grupo do Prof. Kafatos), o que pode ser causado por sistemas compensatdrios que visem
manter normal mecanismos que venham a ser muito importante na fisiologia do organismo.
Por isso, a escolha da técnica de inje¢ao de RNA dupla-fita em térax de fémeas adultas de Ae.
aegypti na tentativa de silenciar timeless no cérebro do mosquito levantou algumas questdes
basicas. Primeiramente, pelo o que ¢ de nosso conhecimento, nunca havia sido tentado o
silenciamento de genes expressos no cérebro através de inje¢do de RNA dupla-fita
(sintetizado in vitro) no térax de mosquitos. Nao era possivel prever se este RNA chegaria ao
cérebro. Caso 14 chegasse, era preciso que o mecanismo de RNA de interferéncia funcionasse
no cérebro de Ae. aegypti para este gene em questdo, visto que esta ndo ¢ uma regra em todos
os tecidos nem para todos os genes. Entretanto, em Antheraea pernyi, foi encontrado nos

mesmos neurdnios que expressam period, a expressao de seqliéncia antisenso deste gene,
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ciclando em anti-fase aquela de period (Sauman e Reppert 1996). Os autores sugerem que o
sistema de RNA de interferéncia esteja sendo naturalmente utilizado pela célula como parte
do mecanismo de regulacdo do padrido de ciclagem circadiana da abundancia de period nos
neurdnios com reldgio funcional. Ainda, um estudo em Drosophila mostra resultado
encorajador, onde uma linhagem transgénica expressando RNA dupla-fita de period resultou
em reducdo da expressdo enddgena deste gene (Martinek e Young 2000). Porém, tratava-se de
um transgénico estavel, expressando o RNA dupla-fita nas células alvo do silenciamento, o
que ¢ muito diferente de depender de que a molécula injetada no térax surta o mesmo efeito.
Mas a principal pergunta, referente a esséncia da proposta em aplicar a técnica, poderia
responder todas as outras: O silenciamento de timeless no cérebro de Ae. aegypti por técnica
de RNA de interferéncia resulta em mudanca do padrio de comportamento da espécie?
Afinal, em ultima anélise, a busca da técnica de genética reversa ¢ por um padrao alterado do

fenotipo.

4.4.1 — Efeito da injecao de RNA dupla-fita na expressao de timeless

O primeiro resultado que chama a aten¢do ¢ a diferenga altamente significativa na
expressdo de timeless entre o grupo injetado com RNA dupla-fita de timeless e o grupo
controle (Tabela 3.7A). Recorrendo a Figura 3.24, nota-se que tal efeito ¢ no sentido da
diminui¢do da expressdao do gene, o que estd de acordo com o efeito esperado de
silenciamento causado por RNA de interferéncia resultante da inje¢do de RNA dupla-fita de
timeless.

Anadlise estatistica dos resultados sugere que o efeito do RNAi no silenciamento da
expressdo de timeless acontece no quarto dia apos a inje¢do do RNA dupla-fita (Tabela 3.7B).
A deteccdo de silenciamento no quarto dia apds a inje¢do do RNA dupla-fita estd de acordo
com o que ¢ mais freqiientemente encontrado por outros autores trabalhando com essa técnica
em mosquitos. Em certas oportunidades, os grupos simplificam seus resultados relatando
apenas a analise do fendtipo no quarto dia apos a injecdo, por ser sabidamente este o dia mais
propenso a deteccdo de resultados esperados (Abraham et al. 2005; Blandin et al. 2004;
Michel et al. 2005). De acordo com a Figura 3.24, a queda da expressdo de timeless do
terceiro para o quarto dia apos a inje¢do € de cerca de 50-60% no corpo das fémeas e de cerca

de 70-80% na cabega. No entanto, embora diferengas significativas no nivel da expressao de
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timeless sejam observadas entre cabeca e corpo (Tabela 3.7A)°, a interacdo entre o material
injetado e parte do corpo ndo foi significativa (Tabela 3.7B). Isto implica em dizer que a
relacdo da expressdo de timeless entre cabeca e corpo ¢ mantida entre grupo injetado com
RNA dupla-fita de timeless e grupo controle. Em outras palavras, quando hd um
silenciamento, ele acontece igualmente tanto na cabega quanto no corpo. Essa informagdo ¢
muito importante, pois indica ndo apenas que o mecanismo de RNA de interferéncia estd
sendo eficaz, mas, principalmente, que o RNA dupla-fita injetado no térax do inseto consegue
chegar ao cérebro e desencadear o silenciamento, detectado no quarto dia apos a injecdo,
assim como o faz no corpo. Trata-se de um aspecto fundamental para o estudo em questo,
uma vez que a regulacdo do relogio central acontece no cérebro e espera-se ser necessario um
silenciamento nesse tecido para a deteccao de fenotipo alterado de comportamento.

Concluindo, a injecdo de RNA dupla-fita de timeless em torax de Ae. aegypti repercute
em reducdo da abundancia deste gene no quarto dia apds a inje¢do, tanto no corpo quanto na
cabega, da ordem de 50%. Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Martinek
e Young (2000), que conseguiram uma redugdo na expressao de period de cerca de 50% na
cabeca de Drosophila mutante expressando RNA dupla-fita deste gene. Esses autores relatam,
contudo, um aumento da abundancia relativa no momento de menor expressdo do gene
silenciado, mas ndo ¢ possivel dizer se 0 mesmo acontece no silenciamento de timeless em Ae.
aegypti por inje¢do no torax de adultos porque, na presente oportunidade, a expressdo foi
analisada apenas no final da fotofase, onde ela ja estd em ascensdo (Figura 3.14A). Vale ainda
comentar que esses autores encontraram discreta redug¢do na expressao de timeless e sugerem
tratar-se de conseqiiéncia secundaria ao silenciamento de period. Seria interessante
aprofundar os experimentos sobre o silenciamento de timeless em Ae. aegytpi verificando se o
mesmo também ndo repercutiria na expressao de outros genes de relogio.

Nenhum efeito significativo foi observado entre as duas diferentes inje¢des (Tabela
3.7A), nem na interagdo destas com os outros fatores (Tabelas 3.7B,C e D). A importancia
desse resultado ¢ mostrar ndo apenas a reprodutibilidade em dois experimentos independentes
do silenciamento de timeless no quarto dia apds a injecdo, mas que ele ¢ estatisticamente o
mesmo (e na mesma direcdo — vide Figura 3.24) independentemente dos mosquitos serem
mantidos em regime de claro/escuro (1* inje¢ao) ou escuro constante (2% inje¢ao).

Um resultado inesperado foi o valor significativo para a andlise de varidncia da

expressdo de timeless entre o terceiro e quarto dia apos injecdo, independente de qualquer

9 . I . . . ~ . o
Essa informagao significa apenas que a quantidade relativa de timeless em relagdo ao rp49 (controle interno) ¢ diferente na cabeca e no
corpo. Ela ¢ maior na cabega do que no corpo, apesar dessa informacao nao ser fornecida nos resultados.
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outro fator (Tabela 3.7A). Apesar da Figura 3.24 ndo mostrar esse resultado, a direcdo da
diferenga do terceiro para o quarto dia foi de diminuicdo da expressdo do gene. Andlise de
variancia considerando a interagdo de dois fatores (Tabela 3.7B) mostra que esse efeito de
queda de expressdo de timeless do terceiro para o quarto dia ¢ o mesmo em ambas as injecdes,
mas ¢ diferente entre cabeca e corpo (Tabela 3.7B), sendo mais expressivo na cabeca do que
no corpo (outra informagdo nao representada na Figura 3.24). Isso ¢ interessante porque ¢
justamente na cabeca que fica a regulacdo do relogio bioldgico que controla os ritmos
circadianos de atividade. A diferenca nao significativa na expressao de timeless ao considerar
a interagdo entre dia apos a injecdo, parte do corpo e material injetado mostra que o efeito
comentado anteriormente ¢ igual nos dois grupos (Tabela 3.7C). De qualquer forma, como
mencionado acima, o efeito de diminui¢do da expressdo de timeless do terceiro para o quarto
dia ¢ mais intenso no grupo injetado com RNA dupla-fita de timeless, como comprova a
analise de variancia entre esses dois fatores (Tabela 3.7B) interpretada conjuntamente com a
Figura 3.24. Isso comprova a eficdcia da injecdo de RNA dupla-fita de timeless no
silenciamento do gene.

Entretanto, ¢ dificil explicar o efeito geral, incluindo no grupo controle, de queda da
expressdo de timeless do terceiro para o quarto dia, mais expressiva na cabeca. Uma
justificativa para esse fato teria que envolver um efeito inespecifico da injecao, causado pelo
ferimento que ela impinge no mosquito, ou causado pela introducdo de um RNA dupla-fita de
qualquer natureza no corpo do inseto. Seja num ou noutro caso, poderia estar havendo dois
tipos de efeito: a simples diminuicdo da expressao de timeless de um dia para o outro ou uma
mudanca de fase na expressao deste gene. Nao se pode descartar, ainda, a possibilidade de o
efeito inespecifico estar causando uma menor expressao no terceiro dia do rp49, gene usado
como normalizador interno. O esclarecimento sobre essas possibilidades ndo pode ser
fornecido com os resultados do presente estudo, e carece de investigagdo detalhada nesse

sentido, além do escopo deste trabalho.
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4.4.2 — Efeito da injecao de RNA dupla-fita na atividade locomotora

A Figura 3.25 mostra o resultado do monitoramento da atividade dos dois experimentos
de RNA de interferéncia. Ao comparar o resultado da atividade do grupo controle (injetado
com RNA dupla-fita de LacZ) com aqueles de fémeas ndo injetadas, nas Figuras 3.1A e 3.6A,
percebe-se perfil de atividade semelhante, sugerindo que os mosquitos estariam recuperando-
se bem do processo de injecdo a ponto de retomarem o padrao de atividade normal da espécie,
e que a inje¢do de RNA dupla-fita ndo desencadearia processo de resposta inespecifica que
resultasse em efeito no comportamento. Na realidade, comparando o perfil da atividade do
grupo controle com o grupo injetado com RNA dupla-fita de timeless, ndo se percebe muita
diferenca entre eles, o que ¢ refor¢ado pela andlise de variancia considerando o tempo total de
monitoramento (Tabela 3.8). Nota-se, contudo, diferenca significativa na atividade entre os
dois experimentos independentes, mostrando que o regime de luz influi na quantidade de
atividade de Ae. aegypti (Tabela 3.8).

Ao analisar individualmente cada dia ap6s a inje¢do, entretanto, para o quarto dia apds a
injecdo foi encontrada diferencga significativa na quantidade de atividade ndo apenas em
relagdo ao regime de luz, mas também na intera¢ao entre material injetado e regime de luz
(Tabela 3.9A). Este resultado mostra ser estatisticamente significativa a diferenca visual
observada nos graficos para este dia (Figuras 3.25 e 3.26), onde o grupo injetado com RNA
dupla-fita de timeless apresenta aumento da quantidade de atividade em relagdo ao grupo
controle quando em regime de claro/escuro, mas diminui¢do quando em regime de escuro
constante. Apesar da sugestao visual nos graficos (Figuras 3.25 e 3.26) para um efeito similar
ao do quarto dia no caso do quinto dia apds a segunda inje¢do, os calculos estatisticos nao
mostram qualquer diferenga significativa na atividade quanto a natureza do material injetado
(Tabela 3.9B).

O resultado do monitoramento da atividade dos mosquitos da segunda inje¢ao (mantidos
em escuro constante) foi aproveitado na avaliagdo do efeito da injecdo de RNA dupla-fita no
periodo de atividade em livre-curso (t) de Ade. aegypti. Os dados utilizados nesta andlise
foram os mesmos usados na confec¢do da Figura 3.26B, ou seja, valores percentuais de
individuos ativos (e tratados com média movel de trés pontos). Com base na atividade dos
cinco dias em escuro constante, os calculos de autocorrelagao indicam nao haver diferenga no
periodo de atividade em livre-curso (t) de Ae. aegypti injetado com RNA dupla-fita de LacZ

(Figura 3.27) em relagdo a individuos ndo injetados (vide item 4.1.2 e Figura 3.11), uma vez
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que manteve-se com duragdo de 22 horas e 30 minutos. O grupo injetado com RNA dupla-fita
de timeless, por sua vez, mostra um atraso de uma hora nesse periodo, com t igual a pelo
menos 23 horas e 30 minutos (Figura 3.28).

A comparagdo entre as autocorrelagcdes dos dois grupos de mosquitos injetados ¢
realizada com maior detalhe na Figura 3.29, onde o primeiro “sino” de valores positivos dos
graficos de autocorrelagdo de cada grupo é sobreposto. Nota-se de forma mais evidente a
diferenca de dois a trés lags entre os picos das duas curvas. Uma vez que a leitura de atividade
era realizada a cada 30 minutos, essa diferenga de /ags corresponde a uma diferenga de uma
hora & uma hora e meia entre os t. Ainda que seja adotada a interpretacdo mais conservadora,
ha uma diferenga de uma hora entre eles. Mais que isso, a Figura 3.29 ilustra um alargamento
do “sino” referente ao grupo injetado com RNA dupla-fita de timeless, ¢ um alargamento
unidirecional, pois acontece apenas para o lado direito do grafico, no sentido que torna t ainda
maior. Isso sugere que a injecdo com RNA dupla-fita de timeless estaria aumentando a
variabilidade do t entre os individuos, mas sempre no sentido de torna-lo mais longo do que
aquele dos individuos do grupo controle.

Esse resultado estd de acordo com o esperado, tendo como base os estudos em
Drosophila onde a expressdo de timeless ¢ diminuida de alguma forma. Um exemplo ¢ o
estudo sobre de manipulagdo génica da regido promotora de timeless, onde os autores
mostraram que a falta de segmentos especificos da mesma acarretam em diminuicdo da
amplitude de ciclagem de timeless e conseqiiente aumento do T (McDonald et al. 2001). Outro
caso ¢ o estudo e silenciamento de period em Drosophila (Martinek ¢ Young 2000), onde a

diminui¢do da expressao de period causa diminuicao na expressao de timeless e aumento do T.

4.4.3 — Consideracoes finais sobre os resultados da técnica de RNA de

interferéncia em Aedes aegypti

Os resultados obtidos quanto a atividade e expressdo génica respondem questdes
importantes sobre a técnica utilizada de RNA de interferéncia para silenciamento de gene de
relogio biologico. Ao que tudo indica, o RNA dupla-fita injetado no térax de mosquitos
adultos foi capaz de circular pelo corpo do inseto (chegando inclusive na cabeca) e
desencadear processo de silenciamento de timeless tanto no corpo como na cabeca de Ae.

aegypti. Esse silenciamento ¢ significativo no quarto dia apds a inje¢do e acontece em
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resposta especifica a inje¢do de RNA dupla-fita de timeless (Figuras 3.29 e Tabela 3.9).
Contudo, o resultado mais interessante ¢ o silenciamento parecer estar de fato repercutindo no
comportamento do inseto (Figuras 3.24 e 3.25, e Tabela 3.8A), pois o quarto dia apds a
injecdo ¢ justamente aquele no qual foi registrada diferenca significativa da atividade entre o
grupo injetado com RNA dupla-fita de timeless e o grupo controle. A inje¢ao do RNA dupla-
fita de timeless surtiu efeito significativo na expressao deste gene no quarto dia apos a inje¢ao
nos dois experimentos independentes realizados e ele foi na mesma direcdo, ou seja,
diminui¢do da expressdo. Apesar disso, ndo € o que aconteceu com a atividade conseqiiente
deste silenciamento. Em regime de claro/escuro o silenciamento de timeless promoveu um
aumento da atividade do inseto, enquanto em regime de escuro constante promoveu redugao
da mesma. Esta observacao pode ter conseqii€éncias muito importantes no entendimento sobre
o funcionamento do relégio bioldgico em mosquitos, € sugere uma relacao direta ou indireta
entre luz, comportamento e expressao de timeless.

Apesar de nao ter sido testado o efeito da injecdo sobre a expressao de timeless apos o
quarto dia, ¢ provavel que o efeito de silenciamento seja transiente. Isso porque, no terceiro
dia, ele ainda ndo existe (Figura 3.24 e Tabela 3.7). No quarto dia, quando ¢ significativo
(Figura 3.24 e Tabela 3.7), repercute na atividade (Figuras 3.25A e 3.26A ¢ Tabela 3.9A). No
quinto dia, ja ndo se vé diferenga na atividade entre grupo injetado com RNA dupla-fita de
timeless e grupo controle (Tabela 3.9B). Este resultado sugere que a alteragdo do padrdo de
expressdo génica causado pela injecdo (silenciamento) ja tenha diminuido a partir do quinto
dia. Entretanto, o reldgio circadiano ¢ um mecanismo de autoregulacdo com redundancias
para manter sua robustez. Conseqiientemente, ndo ¢ impossivel que a queda na expressao de
timeless observada no quarto dia (e correspondente alteracdo da atividade) seja prontamente
compensada nos ciclos seguintes pela alteragcao da expressao dos outros genes do marcapasso,
de modo a restituir o padrdo de atividade normal sem necessariamente recuperar
imediatamente o padrdo de expressao normal de timeless.

Os resultados obtidos apontam para a possibilidade e necessidade da continuagdo dos
estudos de expressdo de genes de relogio em mosquitos com uso de técnica de RNA de
interferéncia. Além disso, o presente trabalho mostra a eficacia da técnica de inje¢do de RNA
dupla-fita em mosquitos adulto para silenciamento da expressao génica tanto no corpo como
no cérebro do inseto. Desta forma, abrem-se portas para muitos estudos sobre regulagdo de
expressao génica sem a necessidade da geracao de linhagens transgénicas estaveis, o que vem

a ser particularmente interessante em casos de genes envolvidos em etapas de
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desenvolvimento, ou para grupos de pesquisa que ndo disponham de insetarios apropriados

para criacdo de linhagens geneticamente modificadas.
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5. Conclusoes

Com base nos resultados dos experimentos conduzidos com as linhagens de mosquito
Ae. aegypti Rockefeller e Cx. quinquefasciatus IBEx no decurso dos quatro anos deste projeto
de Doutorado e conseguinte discussdo com a literatura disponivel, foi possivel chegar as

seguintes conclusoes:

# Em regime de 12 horas de claro ¢ 12 horas de escuro, Ae. aegypti apresentou perfil de
atividade diurno bimodal, mas em escuro constante passou a unimodal, com pico

apenas no final do dia subjetivo.

® Cx. quinquefasciatus mantido em regime de 12 horas de claro e 12 horas de escuro
apresenta ritmo de atividade noturno unimodal, com pico logo apds a transicdo da fase

clara para fase escura, e este padrio ¢ mantido quando as condi¢des mudam para

escuro constante.

® O periodo em livre-curso (t) de Ae. aegypti é de 22,5 horas ¢ o de Cx.

quinquefasciatus ¢ provavelmente proOximo ou um pouco superior a este valor.

® Em regime de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, a proporgdo de horas de

atividade diurna de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus é diametralmente oposta.

#® Em escuro constante, a diferenca na propor¢do de horas de atividade durante o dia
subjetivo entre Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus diminui devido a uma mudanga no
padrio de atividade desta ultima espécie, mas ainda mantém-se estatisticamente

significativa.

® O perfil de expressio temporal de period em cabega de insetos em regime de
claro/escuro ¢ semelhante em todas as espécies para as quais ha informacao disponivel
(mosquitos, varias moscas, mariposas, borboleta, abelha, barata e flebotomo),
independentemente do padrdo de atividade/repouso que apresentem. Em todas as

espécies, period cicla e apresenta pico na transicdo de claro para escuro ou poucas
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horas ap6s a mesma. A amplitude da abundancia relativa, entretanto, varia, sendo a

dos mosquitos Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus as maiores ja reportadas.

O perfil de expressao temporal de timeless em cabega de fémeas (ou machos inteiros)
em regime de claro/escuro ¢ semelhante em todas as espécies para as quais ha
informagdo  disponivel = (mosquitos, moscas, mariposa e  flebétomo),
independentemente do padrdo de atividade/repouso que apresentem. Em todas as
espécies, timeless cicla e apresenta pico na transi¢do ou poucas horas apos a transi¢do

de claro para escuro.

Dentre os insetos até hoje analisados quanto ao padrao temporal da expressdo do gene
cycle, apenas em moscas ele ndo cicla. Resultados em abelha, flebotomineo e, agora,
em mosquitos mostram este gene ciclando em cabeca de fémeas (e machos inteiros, no
caso de Ae. aegypti e flebétomineo), em fase oposta a timeless e period. Resultados da
expressdo de cycle em cabeca de fémeas de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus, e ainda
em machos inteiros para a primeira espécie, mostram a maior amplitude de ciclagem

circadiana ja registrada para cycle.

Apesar da andlise estatistica ndo comprovar variagdo temporal na expressao de Clock
em cabeca de fémeas de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus, a comparacdo dos
graficos sugere, para ambas as espécies, ciclagem em fase oposta a period e timeless,

como em Drosophila, e semelhante aquela de cycle dos proprios mosquitos.

Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus apresentam padrdo semelhante de expressdo
ritmica para os genes de relogio period, timeless, cycle e Clock em regime de 12 horas

de claro e 12 horas, que sao mantidos quando em escuro constante.
Nos corpos decapitados das fémeas de Ae. aegypti, apenas period apresenta variacao
temporal significativa de sua expressdo. Esta tem correlacdo positiva com a curva

encontrada nas cabecas, ainda que em amplitude cerca de dez vezes menor.

Os genes timeless e cycle ciclam na mesma fase em regime de claro/escuro em cabeca

de fémeas de Ae. aegypti ¢ machos dessa espécie.
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# A ingestdo de sangue em Ae. aegypti acarreta na inibigdo da expressdo dos genes
period, timeless, cycle e Clock tanto na cabe¢a como no corpo. A insemina¢ao nao

acarretou em mudancas significativas na expressao destes genes.

#® Foi demonstrada a eficacia da técnica de RNA de interferéncia no silenciamento da
expressdo de timeless por injecdo de RNA dupla-fita deste gene no toérax de fémeas
adultas de Ae. aegypti. O silenciamento foi efetivo no quarto dia apos a injecdo, tanto
em mosquitos mantidos em regime de claro/escuro como nos mantidos em escuro

constante, ¢ de forma equivalente no corpo e na cabega do inseto.

® Silenciamento da expressdo de timeless através de RNA de interferéncia causa
aumento do periodo em livre-curso e altera também a quantidade da atividade, que ¢é
ligeiramente aumentada em regime de claro/escuro e diminuida em regime de escuro

constante.
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