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O estudo de caracteristicas comportamentais e fisiolégicas em mosquitos tem sido feito principalmente
em fémeas, ja que os machos ndo sdo hematéfagos e por isso ndo sdo vetores de parasitas que
causam doencgas na populacdo humana. No entanto, o estudo do comportamento reprodutivo de
machos é de grande importancia, ja que dele depende o sucesso reprodutivo e a perpetuacdo da
espécie. O reconhecimento e a corte configuram a comunicagdo pré-copula entre machos e fémeas e
sdo etapas essenciais para que a copula seja bem-sucedida. Portanto, qualquer fator que altere o
reconhecimento pré-copula pode afetar o crescimento populacional dessas espécies. O conhecimento
acerca desse tema tem potencial de gerar informacgfes Uteis para o avanco de estratégias de controle
de vetores. Fun¢gBes como reproducdo, alimentacdo e oviposicdo estdo associadas com a atividade
locomotora, e algumas dessas funcdes ocorrem em ciclos ritmicos. Quando estes ciclos se mantém
em condi¢cBes de claro/escuro e escuro constante, estdo sob a regulacdo de um marca-passo
endogeno, chamado de relégio circadiano. Em Araripe et al. (2018), nosso grupo estudou o
comportamento de machos de Aedes aegypti e foi encontrado que os machos tém sua atividade
locomotora significativamente alterada quando expostos a fémeas virgens confinadas. A partir disso,
0s objetivos deste projeto foram investigar se a alteracdo comportamental observada em machos
expostos a fémeas esti associada com altera¢gdes em nivel de expressédo de alguns dos principais
genes do relégio circadiano e genes envolvidos com a percepc¢do olfativa e com o comportamento
reprodutivo, ao longo de 24 horas (LD12:12). Reacfes de PCR Quantitativo em Tempo Real foram
realizadas para os genes period, cycle, cryptocrhome 2, Orco e fruitless em amostras de cabecas,
antenas e pontas de abddémen de machos nas seguintes condi¢des: “machos sozinhos”, “machos com
fémeas”, “machos sem antenas sozinhos” e “machos sem antenas com fémeas”. O gene period
apresentou um padrdo de expressdo conservado em todas os tecidos e condi¢cdes. O gene cycle
apresentou uma variacado no pico de expresséo, dentro da fase clara, em todos tecidos, enquanto o
vale foi bem definido. O gene cryptochrome 2 apresentou diferencas entre as condi¢ées, sugerindo que
a presenca de fémeas tem efeito sobre a expressdo. Em cabecas, pontas de abddémen e antenas de
machos com fémeas, o perfil de expressao de cry2 apresentou uma maior diferenca entre a amplitude
da expressdo no inicio da fase clara e o pico de expressdo na fase escura, do que a diferenca
observada nos machos sozinhos. Ja para os genes Orco e fruitless foram observados perfis arritmicos.
A ablacdo de antenas nédo afetou o perfil de expresséo dos genes estudados, sugerindo que machos
sem antenas conseguem perceber a presenca de fémeas por outros sentidos que ndo a audicdo e o
olfato (ex: viséo e tato).
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The study of behavioral and physiological traits in mosquitoes has been performed mainly in females,
since males are not hematophagous and thus, do not transfer the parasites that cause diseases in
human populations. However, the study of male reproductive behavior is important because the
reproductive success and the perpetuation of the species also depend on the performance of male
mosquitoes. Both recognition and courtship compose the pre-copulatory communication between males
and females and are essential steps for the success of copulation. Therefore, any factor that leads to a
recognition failure can interfere with the growth of mosquito populations. The knowledge about this topic
has the potential to generate useful information for the improvement of vector control strategies.
Functions like reproduction, feeding and oviposition are associated with locomotor activity, and some of
these functions occur in rhythmic cycles. When these cycles are stable in light/dark and constant dark
conditions, they are under the regulation of an endogenous pacemaker, called circadian clock. In Araripe
et al. (2018), we studied the behavior of Aedes aegypti male mosquitoes and found that males in the
presence of virgin females have their locomotor activity significantly altered. Given these previous
results, the goals of this project were to investigate whether the alteration in the locomotor activity of
males exposed to females is associated with changes in the expression level of some of the main
circadian clock genes and genes involved with olfactory perception and reproductive behavior, over 24
hours (LD12:12). Real-time Quantitative PCR reactions were performed for the genes period, cycle,
cryptocrhome 2, Orco and fruitless in samples of heads, antennae and abdominal tips of males in the
following conditions: “solitary males”, “males with females”, “solitary males with ablated antennae” and
“males with ablated antennae in the presence of females”. The gene period showed a conserved
expression pattern in all tissues and conditions. The gene cycle showed a variable peak of expression,
within the light phase, in all tissues, whereas the trough was well defined across conditions. The gene
cryptochrome 2 (cry2) showed variation among conditions, suggesting that female presence affects
gene expression. In heads, abdominal tips and antennae of males exposed to females, the expression
profile of cry2 showed a greater difference between the amplitude of expression in the beginning of the
light phase and the expression peak in the dark phase, when compared to the difference found in solitary
males. For the genes Orco and fruitless, arrhythmic profiles were found. The ablation of antennae did
not cause a significant effect on the expression profile of the genes, suggesting that males with ablated
antennae are able to detect the presence of females by other senses than hearing and olfaction (eg:
vision and touch).
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1 INTRODUCAO

11 Comportamento Reprodutivo em Mosquitos

O estudo de caracteristicas comportamentais e fisiolégicas em mosquitos tem
sido feito principalmente em fémeas e negligenciado em machos (Klowden, 1999;
Ferguson et al., 2005; Diabaté & Tripet, 2015; Vani¢kova et al., 2016). O principal
motivo para os machos ndo serem tdo estudados quanto as fémeas é porque 0s
machos ndo sdo hematodfagos, e por isso nao transmitem parasitas que causam
doencas na populacdo humana (Diabaté & Tripet, 2015). No entanto, aspectos da
biologia dos machos garantem o sucesso reprodutivo e a perpetuacéo de sua espécie.
Dentre os eventos que garantem o sucesso reprodutivo, o reconhecimento e a corte
configuram a comunicacgéao pré-copula entre machos e fémeas. Portanto qualquer fator
gue altere o reconhecimento pré-cépula poderd comprometer o sucesso reprodutivo
do individuo e o crescimento populacional. Logo, o estudo do comportamento de
reconhecimento tem potencial de gerar informacdes Uteis para o avanco de
estratégias de controle de vetores (Ferguson et al., 2005; Benelli, 2015; Vanickova et
al., 2016)

Em Drosophila melanogaster, que é o organismo modelo para o estudo de
insetos, 0 comportamento de corte compreende as seguintes etapas: a orientacao do
macho em direcdo a fémea, o toque, o canto ou sonorizacdo através da vibracdo das
asas, o toque da genitalia com o aparelho bucal e a tentativa de copula. Durante essas
etapas, a comunicacdo entre machos e fémeas acontece através dos sentidos de
audicao, olfato, visao, tato e paladar (revisado em Yamada & McGraw, 2010). Nesse
organismo, aspectos do comportamento de corte dos machos séo regulados pelo
gene fruitless. Machos mutantes para esse gene exibem comprometimento em quase
todas as etapas da corte e consequentemente se tornam estéreis. Além disso, mesmo
com o comportamento de corte comprometido, esse machos exibem elevados niveis
de cortejo com outros machos selvagens, ou seja, o gene fruitless também é
importante para a orientacdo sexual nesse organismo (Ryner et al., 1996; Demir &
Dickson, 2005; revisado em Yamada & McGraw, 2010). A ocorréncia de homologos
de fruitless ja foi descrita em diversos dipteros, no entanto, o papel desse gene no

1



comportamento de corte dos mosquitos ainda precisa ser elucidado (Meier et al.,
2013).

Em mosquitos, € proposto que a comunicag¢ao entre os machos e fémeas acontece
através dos sons emitidos pelo batimento das asas, que séo percebidos pelas antenas
(Gopfert et al., 1999; Gibson et al., 2010). Estruturalmente, as antenas dos mosquitos
sao divididas em duas partes. A primeira parte consiste nos segmentos flagelares e
geralmente sua forma depende do sexo do mosquito. Os machos possuem mais pelos
na porcao flagelar do que as fémeas, e por isso as antenas dos machos sdo chamadas
de plumosas, enquanto as das fémeas sdo chamadas de pilosas. A segunda parte
das antenas, consiste no 6rgdo de Johnston, que € localizado na parte basal das
antenas e é responsavel pela transducao das vibracdes captadas pelos flagelos (Roth,
1948; Consoli & Lourenco-De-Oliveira, 1994; Gopfert and Robert 2000). Nos ultimos
anos, diversos estudos demonstraram que 0os machos parecem nao sé detectar as
fémeas através dos sons emitidos pelo batimento de asas, mas também responder
ativamente a esses sons alterando a sua propria frequéncia e resultando numa
convergéncia harmoénica (Cator et al., 2009; Warren et al., 2009; Pennetier et al.,
2010). Emrelacdo ao comportamento de cépula, em Ae. aegypti também ja foi descrito
um padrdo. Esse comportamento comeca com a orientacdo do macho em direcéo a
fémea, que pode ser em voo ou pousado, depois o contato tatil entre eles, em seguida
0 macho se move para a frente da fémea, nessa posicéo ele segura o tarso da fémea,
eles se alinham ventralmente e fazem contato genital para a tentativa de copula
(Aldersley & Cator, 2019). Geralmente as fémeas de Ae. aegypti possuem
comportamento monogamico (Craig, 1967), tornando-se refratarias a novas tentativas
de copula durante algum tempo apés a coOpula (Degner & Harrington, 2016), e os
machos possuem comportamento poligamico (Clements, 1999).

Outra caracteristica que tem um importante papel na biologia dos mosquitos é
a sua capacidade olfativa, ou seja, a capacidade de detectar odores. Para responder
a uma diversidade de sinais quimicos, com a finalidade de localizar hospedeiros,
fontes de alimentos e parceiros reprodutivos, os insetos necessitam de receptores
guimicos especializados (receptores olfativos, receptores ionotropicos e receptores
gustativos) (Bohbot & Pitts, 2015). A transducdo desses sinais quimicos pode
configurar as decisbes comportamentais, que vao determinar o sucesso de

sobrevivéncia e reproducdo. Os receptores olfativos funcionais séo formados por duas



subunidades, o co-receptor (Orco) e o receptor (ORX), e sdo encontrados nos anexos

periféricos como antenas e aparelho bucal (revisado em Guidobaldi et al., 2014).

Curiosamente, em um estudo de Pitts e colaboradores (2014), foram
identificados alguns receptores olfativos e o co-receptor Orco expressos em tecidos
nao-olfativos, como os testiculos de mosquitos Anopheles gambie. A presenca desses
receptores nos testiculos levantou a hipotese de eles exercerem alguma funcéo nos
espermatozoides, mediando a resposta a sinais quimicos. A fim de explorar a fungéo
desses receptores nos testiculos, eles analisaram os movimentos dos flagelos dos
espermatozoides em resposta a uma variedade de compostos naturais e sintéticos.
Os batimentos dos flagelos aumentaram significativamente quando eles foram
expostos a dois agonistas de Orco. No entanto, quando eles foram expostos a um
antagonista de Orco os movimentos dos flagelos ndo foram ativados. Além disso, a
resposta dos espermatozoides expostos aos dois agonistas diminuiu
significativamente na presenc¢a do antagonista. Entre alguns experimentos, os autores
analisaram a acao de alguns odorantes ligantes de receptores olfativos e encontraram
que alguns compostos quimicos ativaram o0s movimentos dos flagelos dos
espermatozoides, dependendo da concentracéo utilizada. Além disso, a atividade dos
compostos foi inibida na presenca do antagonista de Orco, sugerindo que essa
resposta dos receptores olfativos aos compostos necessita do co-receptor Orco (Pitts
et al.,, 2014). Nesse estudo os autores também utilizaram uma linhagem de Ae.
aegypti, onde os individuos foram modificados por mutagénese para ndo expressarem
o co-receptor Orco. Os espermatozoides de individuos da linhagem selvagem
responderam a aplicacdo do agonista de Orco, enquanto os individuos da linhagem
mutante ndo responderam. Esses resultados sugerem que receptores olfativos
funcionais, ou seja, o complexo formado pelo receptor olfativo e o co-receptor Orco,
participam da ativacdo dos espermatozoides. Assim, além de sua importancia nos
tecidos olfativos, os receptores olfativos podem estar, diretamente, desempenhando

um papel na reproducao.
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Como foi abordado acima, a capacidade olfativa é importante para uma
diversidade de fungdes como por exemplo a busca por hospedeiro, por alimento, por
parceiros reprodutivos e por sitios de oviposicdo. Como os insetos exibem ciclos
ritmicos de atividade locomotora, e essas funcdes ocorrem quando estéo ativos, é

possivel que os mecanismos moleculares que regulam o comportamento ritmico



também possam ter um papel importante na regulacdo dos receptores de sinais

guimicos ambientais e biolégicos.

1.2 Comportamento Ritmico e o Reldgio Circadiano

A maioria dos organismos estdo expostos a variacdes ambientais periddicas,
como ciclos diarios de luz e escuro e ciclos estacionais de temperatura. Essas
variacfes sdo fenbmenos inerentes ao movimento de rotacdo da Terra em torno de
seu proprio eixo, e ao longo da evolugéo, levaram os organismos a desenvolverem
estratégias para ajustarem seus processos fisioldgicos e comportamentais a esses
ciclos. Assim, diversas espécies passaram a apresentar oscilacdes diarias desses
processos com um periodo de aproximadamente 24 horas. Essas oscilacGes diarias
foram denominadas de “ritmos circadianos” (do latim circa = cerca e diem = dia)
(Moore-Ede et al., 1982; Marques & Menna-Barreto, 2003).

Embora alguns estudiosos ja tivessem sugerido a importancia desses ritmos,
foi o astronomo francés Jean Jacques d'Ortous de Mairan que evidenciou pela
primeira vez, a existéncia de um mecanismo enddgeno controlando o ritmo circadiano,
em 1729. Analisando o comportamento da planta Mimosa pudica (“dormideira”), de
Mairan observou que ela abria suas folhas durante o dia e fechava durante a noite. A
partir dessa observacdo, ele isolou espécimes dessa planta de indicadores
ambientais, e observou que, mesmo na auséncia de luz, o comportamento de abrir e
fechar das folhas permaneceu. Tal observacéao, indicou que a planta mantinha uma
ritmicidade de abertura e fechamento de suas folhas mesmo na auséncia de pistas
ambientais (Figura 1.1) (Moore-Ede et al., 1982; Marques & Menna-Barreto 2003).



Figura 1.1: Representacdo do experimento realizado por Jean Jacques
d’Ortous de Mairan. Nesse experimento, de Mairan isolou espécimes de Mimosa
pudica, de pistas ambientais e comparou com espécimes expostos a luz natural.
Ele observou que, mesmo na auséncia de pistas ambientais o comportamento de

abrir e fechar da folhas persistiram. (Fonte: Amoretty et al., 2013).

Em outro estudo, o botanico Augustin de Candolle, em 1832, observou que o
movimento foliar da Mimosa pudica, em escuro constante, ndo sO persistia, mas
também ocorria a cada dia mais cedo, apresentando um ciclo de 22 a 23 horas de
duracdo. Este periodo préximo a 24 horas, que é observado na auséncia de
indicadores ambientais, foi definido como “periodo em livre-curso” e foi considerado a
primeira propriedade do reldgio circadiano (Moore-Ede et al., 1982; Marque & Mena-
Barreto, 2003).

Embora a ritmicidade persista na auséncia de indicadores ambientais, a
sincronizacao do reldgio endogeno e feita através desses fatores ambientais externos,
como a luz e a temperatura. Os indicadores ambientais externos que acertam o relégio
endogeno sdo chamados de Zeitgebers (do aleméo: “doador de tempo”) e essa
propriedade foi denominada de “arrastamento”. Portanto, a segunda propriedade do
relégio circadiano tem como fungéo ajustar o ritmo em livre-curso, mantendo um
periodo de exatas 24 horas (Moore-Ede et al., 1982; Pittendrigh, 1993; Marques &
Menna-Barreto, 2003).



Outra contribuicdo importante sobre o relégio, comecou a ser explorada na
década de 50, pelo pesquisador Colin Pittendrigh. Ele observou que o periodo de
eclosdo da mosca Drosophila pseudoobscura, que geralmente ocorre ao amanhecer,
nao se alterava em escuro constante, mesmo quando a temperatura ambiente
diminuia em torno de 10° C (Pittendrigh, 1954). Essa propriedade em que o periodo
em livre-curso se mantém uniforme mesmo em diferentes temperaturas constantes,
gue sao aceitaveis para a fisiologia, foi denominada de termo-compensacao (Moore-
Ede et al., 1982; Johnson et al., 2003).

1.3 Regulacdo do Reldgio Circadiano no organismo modelo Drosophila

melanogaster

Na década de 70, os estudos sobre o relégio circadiano comecaram a ser
aprofundados, no nivel molecular. Em 1971, Ronald Konopka e Seymour Benzer
realizaram experimentos de mutagénese quimica em moscas D. melanogaster. Com
isso, eles isolaram trés linhagens com diferentes padrées nos ritmos de emergéncia
de adultos e de atividade locomotora. Tais mutacdes foram encontradas todas num
mesmo locus, que foi denominado de period. Enquanto as linhagens selvagens
apresentavam um periodo, em livre curso, de aproximadamente 24 horas, as
linhagens mutantes apresentaram variacdes em relacdo ao periodo e ritmicidade. A
primeira linhagem apresentou um periodo em livre curso de 19 horas e foi chamada
de pershot (perS). A segunda linhagem apresentou um periodo de 29 horas e recebeu
0 nome de pert°nd (pert). Por ultimo, a terceira linhagem apresentou-se arritmica e foi
chamada de per?! (Konopka & Benzer, 1971; Saunders, 2002).

ApOs cerca de 12 anos, os cientistas Michael Young, Michael Rosbash e Jeffrey
Hall clonaram period e identificaram as mutacdes das linhagens de Konopka &
Benzer, (Bargiello & Young, 1984; Reddy et al.,, 1984; Zehring et al., 1984).
Posteriormente, outras descobertas sobre o funcionamento do relégio foram feitas,
como por exemplo a identificacdo dos genes timeless (Sehgal et al., 1994), Clock
(Allada et al., 1998), cycle (Rutila et al., 1998), vrille (Glossop et al., 2003), PAR
domain protein 1 € e  (Cyran et al., 2003; Zheng et al., 2009) e clockwork orange
(Kadener et al., 2007; Lim et al., 2007; Matsumoto et al., 2007).



Em outubro de 2017, os cientistas Michael Young, Michael Rosbash e Jeffrey
Hall foram premiados com o Nobel de Fisiologia ou Medicina, em virtude de suas

descobertas sobre os mecanismos moleculares que controlam o relégio circadiano.

1.3.1 As trés alcas regulatorias do relogio circadiano em D. melanogaster

No organismo modelo D. melanogaster, o relégio é sustentado por trés alcas
regulatorias de retroalimentacdo negativa. A primeira al¢a, envolve a transcricdo dos
genes period (per) e timeless (tim), através da ligacdo dos fatores de transcricdo
CLOCK (CLK) e CYCLE (CYC) nas regides E-box (CACGTG) desses genes.
Enquanto as proteinas PERIOD (PER) e TIMELESS (TIM) vao se acumulando no
citoplasma, a quinase DOUBLETIME (DBT) fosforila PER e induz sua degradacéo via
proteassoma. Entretanto, no meio da noite, com o aumento nos niveis de TIM, ocorre
também a estabilizacdo de PER. Isso acontece porque PER comeca a se associar a
TIM, formando o heterodimero PER-TIM (Figura 1.2) (Price et al., 1998; Kloss et al.,
2001; revisado em Hardin, 2011).

Um novo complexo é formado, pela associacédo de DBT ao heterodimero PER-
TIM, formando o complexo PER-TIM-DBT. Com a fosforilagédo de PER por CASEIN
KINASE 2 (CK2) e a fosforilacdo de TIM por SHAGGY (SGG), o complexo PER-TIM-
DBT é deslocado para o nucleo. Dentro do ndcleo, esse complexo interage com CLK-
CYC, fazendo com que CLK seja fosforilado por DBT. Essa fosfosrilacdo de CLK por
DBT, faz com que o complexo CLK-CYC né&o se associe mais as regides promotoras
do genes per e tim, ou seja, reprimindo a transcricdo desses genes (Figura 1.2) (Yu
et al., 2006; revisado em Hardin, 2011).

No inicio da manha, uma flavoproteina chamada CRYPTOCHROME
(CRY), tem sua conformacéo alterada pela presenca da luz, o que faz com que ela se
associe a TIM. Essa associacdo leva TIM a degradagéo, via proteassoma, € como
consequéncia faz com gque o nivel de PER também diminua, jA que em baixos niveis
de TIM, a proteina PER perde estabilidade por ndo formar heterodimero com TIM.
Com isso, o complexo PER-TIM-DBT nédo se forma e ndo consegue reprimir a
transcricdo de per e tim, recomecando o ciclo da primeira alga do relégio (Figura 1.2)
(Emery et al., 1998; Stanewsky, 2003; revisado em Hardin, 2011).



Citoplasma Nucleo

Figura 1.2: Representacdo da primeira alga do Reldgio Circadiano, no organismo
modelo D. melanogaster. Nessa alca, os fatores de transcricdo CLK-CYC se ligam as
regibes E-box dos genes per e tim, ativando a transcricdo deles. No inicio da noite, as
proteinas PER e TIM se acumulam, formam um complexo com DBT e apds passarem por
modificagBes pos-traducionais, entram no nucleo e interagem com CLK-CYC, reprimindo
a propria transcricdo. Na presenca de luz, a flavoproteina CRY ¢é ativada, interage com
TIM e induz a sua degradacéo, via proteassoma. Assim, o complexo PER-TIM-DBT néo
se forma e, portanto, ndo consegue reprimir a atividade de CLK-CYC, reiniciando o ciclo
do relégio (Fonte: Esquema modificado de Hardin, 2011).

Na segunda al¢a do relégio, CLK-CYC ativa a transcri¢cdo dos genes vrille (vri)
e Partitioning-defective-domain-protein-1¢ (PAR-domain-protein-1¢ ou Pdplg). As
proteinas VRILLE (VRI) e PAR DOMAIN PROTEIN 1 ¢ (PDP1¢g) reprimem ou ativam
a transcricdo de Clk, em diferentes horarios. No inicio da noite, VRI interage com o
sitio V/P-box (VRI/PDP-box) de Clk, e promove a sua repressdo. Ja PDPlg, se
acumula no citoplasma apenas 4 horas depois de VRI. Nesse momento, PDP1¢ se
liga a regido V/P-box de Clk e ativa a sua transcrigdo. Provavelmente, essa variagao
no horéario de ativacao e repressao de Clk, faz com que sua expressao tenha uma
modulacao ciclica. (Figura 1.3) (Cyran et al., 2003; Benito et al., 2007; Zheng et al.,
2009; revisado em Hardin, 2011).



Ainda em D. melanogaster, foi observado que a proteina CLK n&o possui um
perfil ciclico. Entretanto, acontece uma fosforilacdo ritmica nessa proteina. Nos
momentos de maior represséo dos genes per e tim é quando CLK esta hiperfosforilado
e nos momentos em que CLK estd mais ativo € quando ele esta hipofosforilado. Em
relacdo ao gene cycle, nesse organismo sua expressdo € constitutiva (Rutila et al.,
1998).

Na terceira algca do relogio, acontece ativagdo da transcricdo do gene
clockwork-orange (cwo), através da ligacdo de CLK-CYC a regido E-box desse gene.
A proteina CLOCKWORK-ORANGE (CWO), parece atuar inibindo as transcri¢coes dos
genes de relégio, ao competir com o heterodimero CLK-CYC para se ligar aos sitios
E-box desses genes (Figura 1.3) (Kadener et al., 2007; Lim et al., 2007; Matsumoto et
al., 2007).
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Figura 1.3: Representacdo da segunda e terceira algca do Reldgio Circadiano, no
organismo modelo D. melanogaster. A segunda alca envolve as transcrices dos genes
vri e Pdpleg, que séo ativadas pelos fatores de transcricdo CLK-CYC, ao se ligar na regido
promotora desses genes. Enquanto, VRI atua como repressor transcricional de Clk, PDP1¢
atua como ativador transcricional. Na terceira alca, CLK-CYC ativam a transcricdo de cwo.
A proteina CWO parece atuar inibindo a acdo de CLK-CYC. Assim, CWO atuaria
competindo com CLK-CYC para se ligar aos sitios E-box dos genes de reldgio, reprimindo

assim a transcricdo desses genes (Fonte: Esquema modificado de Hardin, 2011).
9



1.4  Organizacéo do Reldgio circadiano em Drosophila melanogaster

Em D. melanogaster, estudos anteriores descreveram que 0 marcapasso
central € composto por aproximadamente 150 neurdnios do cérebro que expressam
0s genes do relogio (Revisado em Ito &Tomioka, 2016). Essas células oscilatorias sdo
divididas em dois grupos: neurénios laterais (LNs) e neurdnios dorsais (DNs). Os LNs
incluem os neurdnios ventro-laterais grandes (I-LNVs), neurbnios ventro-laterais
pequenos (s-LNVs) e neurbnios laterais dorsais (LNd), enquanto os DNs se dividem
em: DN1, DN2 e DN3 (revisado em Ito & Tomioka, 2016). Nesse organismo, a
recepcdo da informacéo fotica ocorre atraveés de fotorreceptores encontrados nos
olhos e ocelos. Essa informacgéo chega ao marcapasso central e séo desencadeadas
as respostas que geram os ritmos de uma variedade de comportamentos, incluindo a
atividade locomotora (revisado em Bruno et al. 2012). Acredita-se que 0s s-LNVs
consistam no agrupamento mais importante do relégio central e sejam necessarios
para manter o ritmo de atividade locomotora em escuro constante (Helfrich-Forster,
1998; revisado em Ito & Tomioka, 2016).

Além disso, também foi descrito que além da localizagdo central (cérebro) do
reldgio, existem os reldgios periféricos que estdo localizados nos outros 6rgaos e
tecidos que expressam ritmicamente os genes do reldgio (revisado em Giebultowicz,
2001; revisado em Ito & Tomioka, 2016). Os reldgios periféricos podem funcionar de
forma independente do reldgio central regulando funcdes especificas do 6rgéo
periférico (revisado em Glossop & Hardin, 2002; revisado em Ito & Tomioka, 2016).
Nesse caso, acredita-se que a luz penetre a cuticula do inseto desencadeando os
ritmos de funcdes especificas desses Orgdos. Reldgios periféricos ja foram
caracterizados em alguns 6rgdos como antenas, 6rgaos reprodutivos, tubos de
Malpighi e outros (Giebultowicz & Hege, 1997; Plautz et al., 1997; Krishnan et al.,
1999; Beaver et al., 2002).

Por exemplo, para analisar o funcionamento do relégio em diferentes tecidos,
Plautz e colaboradores (1997), utilizaram D. melanogaster expressando um construto
com o gene period fusionado ao gene da luciferase (per-luc). Como D. melanogaster
per-luc exibe oscilacdes bioluminescentes, foi possivel analisar o ritmo dessas
oscilacbes em diferentes segmentos do corpo. Os autores demonstraram oscilacdes
ritmicas em cabeca, torax, abdémen, antenas, probodscides, pernas e asas, em regime

claro/escuro. Em escuro constante foi observada uma diminuicdo da amplitude de
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expressao nos tecidos analisados e posteriormente os ritmos foram restaurados em
um novo regime claro/escuro. Os resultados indicaram que a informacao fotica €
recebida por possiveis fotorreceptores presentes nos 6rgaos estudados e que 0rgaos
periféricos sdo capazes de manter os ritmos de oscilagbes mesmo na auséncia do
relégio central (presente no cérebro), sugerindo a existéncia de relégios autbnomos

nos tecidos analisados.

1.5 O Relogio Circadiano em Aedes aegypti

Em um estudo conduzido por Gentile e colaboradores, em 2009, foi descrito o
perfil de expressao de RNA mensageiro dos genes per, tim, cyc, CIk, vri, Pdple, cryl
e cry2 em Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus. Para andlise da expressao génica,
0s autores realizaram PCR Quantitativo em Tempo Real (qQPCR) utilizando amostras
de cabecas de fémeas, das duas espécies, que foram submetidas a ciclos de claro e
escuro, ao longo de 24 horas e em temperatura constante de 25°C. Embora Culex
quinquefasciatus tenha maior atividade noturna e Ae. aegypti tenha maior atividade
diurna, foram observados perfis de expressdo semelhantes entre as duas espécies e

entre elas e D. melanogaster, para a maioria dos genes analisados.

Os genes per e tim apresentaram um pico de expressao na fase escura,
enguanto os genes Clk e cyc apresentaram o pico de expressao na fase clara (Figura
1.4). O perfil de expresséo de cyc, difere do que é encontrado em D. melanogaster.
Nesse organismo, cyc apresenta um perfil arritmico, enquanto em Ae. aegypti e C.
quinquefasciatus cyc apresenta um perfil de expresséao ritmico. O que acontece é que,
diferentemente de D. melanogaster, alguns insetos apresentam um dominio C-
terminal de transativacdo na proteina CYC, chamado de BMAL (Brain and Muscle
Arnt-Like) C-terminal region (BCTR). Acredita-se que ao longo da evolugdo, D.
melanogaster tenha perdido esse dominio de transativacdo de CYC e adquirido um
dominio de transativacdo na regido poli-Q C-terminal de CLK, mantendo a
funcionalidade do heterodimero CLK-CYC (Rutila et al., 1998; Allada et al., 1998;
Chang et al., 2003; Rubin et al., 2006; Sandrelli et al., 2008). Além disso, assim
como Ae. aegypti e C. quinquefasciatus, outros insetos, que possuem o dominio de
transativacdo BCTR, apresentam expressao ritmica de cyc (Chang et al., 2003; Rubin
et al., 2006; Meireles-Filho et al., 2006; Gentile et al., 2009; Chahad-Ehlers et al., 2013)
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Os genes vri e Pdple apresentam os picos de expressao em fases diferentes.
Enquanto vri tem o pico de expressdo na fase clara, Pdple apresenta o pico de
expressdo na fase escura (Figura 1.4). Tal diferenca sugere que nas duas espécies
de mosquito, vri e Pdple competem para se ligar ao sitio de regulagéo, como acontece

em D. melanogaster.
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Figura 1.4: Perfil de expresséao dos principais genes do relégio circadiano em
Ae. aegypti e C. quinquefasciatus. Os graficos mostram a expresséo dos genes
per, cycle, timeless, Clock, vrille e Par-domain-protein-1 em amostras de cabecas
de fémeas de Ae. Aegypti (linhas de cor cinza) e de C. quinquefasciatus (linhas de
cor preta). As linhas tracejadas representam o regime de claro/escuro (LD) e as
linhas continuas representam o regime escuro constante (DD). O eixo y indica a
abundancia relativa do mRNA e o eixo x indica o Zeitgeber Time (ZT) em LD ou
Circadian Time em DD. A barra branca representa a fase clara, a barra rachurada
representa o dia subjetivo em DD, ou seja, a fase em que a luz estaria acesa se
fosse um regime LD e a barra preta representa a fase escura em LD e em DD. Os
pontos representam o regime LD e os triangulos o regime DD (Fonte: Modificado
de Gentile et al., 2009).
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Por fim, duas formas do gene cryptochrome foram analisadas, cryl que é
semelhante ao fotorreceptor cryl de D. melanogaster, e cry2, que nao é encontrada
em D. melanogaster, mas atua como repressor transcricional em outros insetos, como
borboletas, besouros e abelhas (Zhu et al., 2005; Yuan et al., 2007). Com relac&o ao
gene cryl, as duas espécies analisadas apresentaram expressao constitutiva (Figura
1.5). No entanto, uma diferenca foi encontrada em relacdo a expressao de cry2.
Enquanto cry2 apresentou um unico pico de expressao em C. quinquefasciatus, um
perfil bimodal, ou seja, com dois picos de expresséao, foi encontrado em Ae. aegypti
(Figura 1.5). Especula-se que as diferengcas encontradas em relacdo ao perfil de
expressdo de cry2 nas duas espécies estejam relacionadas com as diferencas

encontradas no padrao de atividade locomotora (Gentile et al., 2009).
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124 124

101

0.8 -

06 |

04 -

021

0.0 -

0.0 +

1357 9111315171921 23 1357 9 1131517192123

oy | tzzzeece/ R
Zeitgeber Time (ZT) ou Circadian Time (CT)
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Figura 1.5: Perfil de expressdo dos genes cryl e cry2, em Ae. aegypti e C.
guinquefasciatus. Os graficos mostram a expressdo dos genes cryl e cry2 em amostras
de cabecas de fémeas de Ae. Aegypti (linhas de cor cinza) e de C. quinquefasciatus (linhas
de cor preta). As linhas tracejadas representam o regime de claro/escuro (LD) e as linhas
continuas representam o regime escuro constante (DD). O eixo y indica a abundéancia
relativa do mRNA e o eixo x indica o Zeitgeber Time (ZT) em LD ou Circadian Time em DD.
A barra branca representa a fase clara, a barra rachurada representa o dia subjetivo em DD,
ou seja, a fase em que a luz estaria acesa se fosse um regime LD e a barra preta representa
a fase escura em LD e em DD. Os pontos representam o regime LD e os triangulos o regime
DD (Fonte: Modificado de Gentile et al., 2009).
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1.6 Atividade locomotora/voo em machos de Ae. aegypti

Em Araripe et al. (2018) estudamos o comportamento pré-copula de machos
de Ae. aegypti. Para realizar esse estudo, analisamos a atividade locomotora/voo
desses machos em resposta a presenca de fémeas confinadas. Inicialmente, quatro
condi¢cdes foram estudadas: “machos sozinhos”, “machos com fémeas virgens”,
“‘machos com fémeas inseminadas” e “fémeas sozinhas”. Foi observado que enquanto
as fémeas apresentam um unico pico de atividade ao anoitecer, no ZT 12, os machos
apresentam dois picos, chamados de “E1” (ZT 10.5) e “E2” (ZT 12) (Figura 1.6). Nos
machos sozinhos, os picos E1 e E2 apresentam amplitudes semelhantes. Ja quando
0s machos estdo na presenca de fémeas, tanto virgens quanto inseminadas, a
amplitude do pico E2 aumenta em relacdo a amplitude do pico E1, sendo
significativamente maior em machos na presenca de fémeas virgens (F (3,331) = 13.68,
P < 0.0001, teste de Tukey: P = 0.049) (Figura 1.6). Essa diferenca indica que 0s
machos percebem as fémeas e que sao capazes de alterar o0 seu comportamento em

resposta a sua presenca.

Média de Williams da atividade locomotora em Aedes aegypti
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Figura 1.6: Média da atividade locomotora/voo de machos e fémeas de Ae. aegypti.
Perfil médio de trés dias de experimento de atividade locomotora/voo, ao longo de 24
horas, dos grupos: machos sozinhos (azul) (n = 94), machos com fémeas virgens (verde)
(n =100), machos com fémeas inseminadas (coral) (n = 69) e fémeas sozinhas (amarelo)
(n=72). A barra branca representa 12 horas de fase clara e a barra preta 12 horas de fase
escura. Zeitgeber tempo se refere a cada hora apés o acender das luzes, dentro da

incubadora. No ZTO as luzes acendem e no ZT12 as luzes apagam.
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A fim de entender os sinais que poderiam estar mediando a diferenca
observada na atividade locomotora/voo dos machos na presenca de fémeas, foi
analisada a atividade de mosquitos que tiveram Orgdos importantes para a
comunicacdo, removidos. As condi¢cbes analisadas foram: “machos sem antenas”,
“machos sem antenas com fémeas”, “machos com fémeas sem asas” e “machos com
fémeas”. Machos sem antenas mostram uma atividade significativamente menor do
gue machos com antenas, ao longo de toda a curva (F@3, 156) = 66.77, P <0.0001, teste
de Tukey: P < 0.0001). Além disso, machos sem antenas néo alteraram o seu perfil
de atividade em resposta a fémeas (F(3,155) = 6.128, P < 0.0006, teste de Tukey: P =
0.987) (Figura 1.7). Quando machos (com antenas) foram expostos a fémeas que
tiveram suas asas removidas, a amplitude do pico E2 foi significativamente menor que
a amplitude do pico E2 de machos com fémeas (com asas - controle) (F(3, 155) = 25.43,
P < 0.0001, teste de Tukey: P = 0.049), mas ainda assim esses machos produziram o
pico E2 maior do que o pico E1 (Figura 1.7). O conjunto de resultados indicou que 0s
machos podem estar percebendo as fémeas por outros sinais, que ndo 0s sons nessa

condicao.

Média de Williams da atividade locomotora em Aedes aegypti
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Figura 1.7: Média da atividade locomotora/voo de machos de Ae. aegypti, em
diferentes condi¢6es. Perfil médio da atividade locomotora/voo, ao longo de 24 horas,
de trés dias de experimento dos grupos: machos sem antenas (azul) (n = 40), machos
sem antenas com fémeas (amarelo) (n = 40), machos com fémeas sem asas (verde) (n
= 40) e o controle machos com fémeas (vermelho) (n = 40). A barra branca representa
12 horas de fase clara e a barra preta 12 horas de fase escura. Zeitgeber tempo se refere
a cada hora apos o acender das luzes dentro da incubadora. No ZTO as luzes acendem

e no ZT12 as luzes apagam.
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As fémeas sem asas ficam incapacitadas de emitir sons, e talvez por esse
motivo os machos se tornem menos ativos. No entanto, os machos expostos a fémeas
sem asas ainda assim apresentam 0s picos ao anoitecer maiores do que os machos
sem antenas. As asas e as antenas dos mosquitos sao essenciais para a comunicacao
entre eles, ja que essa comunicacdo é feita majoritariamente através dos sons
emitidos com os batimentos das asas e esses sons sao percebidos pelas antenas
(Gopfert et al., 1999). No entanto, as antenas também s&o essenciais para o olfato
(revisado em Wolff et al., 2018) e podem ser importantes para manter o equilibrio
durante o voo. Assim sendo, os resultados desse experimento indicam que além dos
sinais acusticos, sinais quimicos e visuais também podem estar sendo percebidos
pelos machos, ja que mesmo quando expostos a fémeas sem asas, 0s machos ainda
parecem perceber as fémeas. Portanto, esses resultados nos levaram a perguntar se
essa mudanca no perfil de atividade estd acompanhada de uma diferenca na
expressado de genes envolvidos na percepc¢ao olfativa, no comportamento reprodutivo

e nos principais genes de reldgio circadiano.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral: Investigar as bases genéticas e regulatorias envolvidas na variagao
do comportamento de atividade locomotora/voo de machos de Aedes aegypti

expostos a presenca de fémeas da mesma espécie.

Objetivos especificos:

1) Estudar o perfil de expresséo, ao longo de 24 horas, de alguns dos principais
genes do reldgio circadiano (period, cycle e cryptochrome 2), do gene Orco, envolvido
na percepgao olfativa e do gene fruitless, possivelmente envolvido no comportamento
de corte, em diferentes tecidos de machos de Aedes aegypti que estiveram ou ndo na

presenca de fémeas confinadas a uma distancia perceptivel,

2) Estudar uma possivel mediacdo de informacédo entre antenas (percepc¢ao) e
testiculos (reproducéo), comparando os resultados referentes ao objetivo acima com
resultados obtidos quando machos que tiveram suas antenas removidas s&o

colocados na presenca de fémeas confinadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Criacdo de mosquitos Aedes aegypti até o estagio adulto

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados ovos de Aedes aegypti da
linhagem Rockefeller, que foram cedidos pelo Laboratorio de Fisiologia e Controle de
Artropodes Vetores do Instituto Oswaldo Cruz (LAFICAVE/IOC/Fiocruz).

Os ovos de Ae. aegypti foram submetidos a eclosao de acordo com o protocolo
de Consoli & Lourenco-de-Oliveira (1994). Assim, os ovos foram eclodidos em bacias
com 1,5 litros de agua miliRO e como fonte de alimento foram utilizados 1,5
comprimidos de levedo de cerveja (Vitalab). Durante toda a criacdo as bacias foram
mantidas em uma incubadora Precision Scientific modelo 818, com temperatura
constante de 25°C e fotoperiodo controlado em 12 horas de luz e 12 horas de escuro
(LD 12:12). No segundo dia de criacao, foram separadas 300 larvas por bacia para
controle da densidade e um melhor crescimento e desenvolvimento das larvas.
Durante a semana de criacdo, a 4gua das bacias foi trocada a cada dois dias e a cada
troca foram disponibilizados 1,5 comprimidos de levedo de cerveja, por bacia. Apos o
sexto dia, as pupas foram coletadas com uma pipeta Pasteur e depositadas em copos
plasticos com agua das bacias, que foram colocados dentro de gaiolas de criacdo com
uma fonte de alimento, que consistia em algoddo embebido em Sacarose 10%, para
0S mosquitos adultos se alimentarem apds a emergéncia. Apés a emergéncia, 0s
mosquitos machos precisam de em torno de 48 horas para serem capazes de copular,
ja que leva em média esse tempo para ser completado o processo de rotacdo da
genitélia (Roth, 1948). Portanto, para realizar os experimentos com machos e fémeas
virgens, 0s mosquitos foram coletados duas vezes ao dia, com um aspirador, e foram

separados em gaiolas diferentes.
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3.2 Remocéo de antenas dos machos

Para realizar os experimentos com machos sem antenas uma etapa de
disseccéo foi acrescentada a criacdo. Para esses experimentos, apds a emergéncia
dos adultos, os machos foram anestesiados em gelo por poucos minutos e tiveram
suas antenas removidas com o auxilio de uma pinca de precisdo (5 Dumont INOX).
As antenas foram cortadas rente ao segmento globular. Apos essa etapa, os machos

foram alocados em tubos de experimento, como sera explicado no proximo topico.

3.3 Desenho experimental do sistema de confinamento de fémeas

Para reproduzir o que foi feito nos experimentos de atividade locomotora de
machos expostos a fémeas (Araripe et al., 2018), em que os tubos de atividade
contendo um macho foram acoplados a tubos de confinamento contendo uma fémea,
foi criado um sistema semelhante de tubos de confinamento que permitisse o
congelamento instantdneo em NL:z (nitrogénio liquido). Esse sistema consiste em
conjuntos de dois tubos Falcon de 15ml acoplados frente a frente. Nesse sistema, 0s
tubos Falcon tiveram os centros de suas tampas cortados para a adaptacdo de um
microtule. Apos colocar um mosquito em cada tubo e fechar com a tampa adaptada
com microtule, os dois tubos séo unidos frente a frente e fixados com auxilio de fita
crepe. Esta tela separando os dois ambientes, permite a comunicagcdo e a0 mesmo
tempo impede que ocorra a cépula entre os mosquitos (Figura 3.1).

-~ i %
b ~ -
% % = : ‘ ‘
-

Figura 3.1: Desenho experimental do Sistema de Tubos de Confinamento
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3.4 Experimentos de exposi¢cdo de machos a presenca de fémeas

” o«

As condigbes estudadas nos experimentos foram: “machos sozinhos”, “machos
com fémeas confinadas”, “machos sem antenas sozinhos” e “machos sem antenas
com fémeas”, todos virgens. Na extremidade de cada tubo foi adicionada uma fonte
de alimento (algodao embebido em solucdo de sacarose 10%) (Figura 3.2), inclusive
nas condigdes “machos sozinhos” e “machos sem antenas sozinhos”. Assim, com a
padronizacdo do sistema, buscamos evitar que somente a fonte de alimento pudesse

ser o fator de atragao dos machos.

Figura 3.2: Fotos do Sistema de Tubos de Confinamento

Os experimentos tiveram duracdo de quatro dias, nas mesmas condi¢cfes de
fotoperiodo e temperatura da criagdo (LD 12:12 e 25 °C) e reproduzindo o0 mesmo
tempo usado nos experimentos de atividade locomotora (Araripe et al., 2018). As
coletas dos mosquitos foram realizadas no quarto dia. O estudo da expressao génica
ao longo de 24 horas necessita de um programa de coletas de amostras de tecidos
em intervalos regulares ao longo desse periodo. Com base em estudos anteriores do
nosso grupo (Teles-de-Freitas, 2015) a coleta a cada 4 horas, com congelamento
instantaneo de amostras, permite representar o perfil de expressdo de genes do

relégio circadiano. Para as condi¢gdes “machos sozinhos” e “machos com fémeas”
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foram utilizados um total de 50 pares de tubos para cada horario de coleta e condigéo,
totalizando 300 machos para cada condicdo e 600 machos por réplica experimental.
Ja para “machos sem antenas sozinhos” e “machos sem antenas com fémeas” foram
utilizados 20 pares de tubos para cada horério de coleta e condigdo, totalizando 120
machos para cada condicao e 240 machos por réplica experimental, como detalhado
a seguir. Foram feitas trés réplicas de cada experimento, repetindo-se o protocolo para

cada uma delas.

3.5 Coletade machos para disseccgéao

Para estudar a variagdo na expressdo dos genes de relégio e dos genes
fruitless e Orco, os machos foram coletados em seis diferentes horarios (Zeitgeber
Time - ZT) ao longo de 24 horas: ZT 1, ZT 5, ZT 9, ZT 13, ZT 17 e ZT 21. Os ZT’s
representam cada hora do ciclo de um dia, passada apos o acender das luzes. Dessa
forma, num fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, o ZT1 representa

1 hora ap0s o acender das luzes e ZT13 representa 1 hora apds o apagar das luzes.

Em cada ZT os 50 ou 20 pares de tubos de confinamento de cada condicéo
foram coletados, imediatamente congelando-os em nitrogénio liquido. Os machos
foram retirados dos tubos de confinamento e separados sobre uma placa de aluminio
colocada em contato direto com gelo seco. Apds separados em tubos de micro
centrifuga, de acordo com o horario de coleta e a condicdo, as amostras foram

mantidas a -80°C até as disseccdes.

Um total de 50 pares de antenas, 20 cabecas e 20 pontas de abdémen (que
incluem testiculos e glandulas acessoérias), dos machos de cada grupo e ZT, foram
dissecados sob lupa. Durante as dissec¢des os machos foram colocados sobre uma
placa de aluminio em contato com gelo seco e as disse¢des foram realizadas com
pincas (5 Dumont INOX) e seringas de insulina com agulhas. Apds dissecados, 0s
tecidos foram armazenados em 100 pL de TRIzol e mantidos a -80°C até a extragédo
de RNA.
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3.6 Extracdo de RNA

As extracbes de RNA foram feitas seguindo-se um protocolo hibrido, que
consiste na fusdo do protocolo de extracdo de RNA em TRIzol (Invitrogen) com o
protocolo ReliaPrep™ RNA Tissue Miniprep System (Promega Corporation). Como
primeiro passo, as amostras foram maceradas, com o auxilio de um homogeneizador
motorizado, em TRIzol (100 pL). Ap6s a maceracdo o volume foi completado para
1000 pL de TRIzol e foram adicionados 200 pL de Cloroférmio. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas e a fase aquosa transferida para um novo tubo de micro
centrifuga. A partir dessa etapa, foi seguido o protocolo ReliaPrep, comec¢ando pela
adicdo de 340 pL de Isopropanol 100% (Sigma-Aldrich). As amostras foram
vortexadas, transferidas para minicolunas, e em cada uma foram adicionados 500 pL
de RNA Wash Solution. Apés a centrifugacéo, foram adicionados 30 pL da solucéo
DNase I, diretamente na membrana da minicoluna, e apés 15 minutos as minicolunas
foram lavadas com 200 pL de Column Wash Solution, e posteriormente com 300 pL
de RNA Wash Solution. No final da extracdo as amostras foram ressuspendidas em

30 pL (cabecas e pontas de abdémen) e 15 uL (antenas) de Nuclease Free Water.

O RNA total de cada amostra foi quantificado no Qubit Fluorometer Quantitation
(Invitrogen) utilizando Qubit RNA HS Assay Kit, de acordo com o protocolo do
fabricante. Apés a quantificacdo, as amostras foram diluidas com Nuclease Free
Water, para a concentragao final de 5 ng/pL.

3.7 Sintese de cDNA

As reag0Oes de sintese de cDNA a partir das amostras de RNA foram realizadas
com o kit TagMan Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems) a partir de 5
ng de RNA total, e a tabela 3.1 mostra a concentracao e o volume de cada reagente
para cada amostra. A configuracao utilizada no termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems) para a sintese de cDNA foi: 25 °C por 10 minutos, 48 °C
por 1 hora e 95 °C por 5 minutos. Apés a sintese de cDNA, o volume final de 10 pl foi
diluido 10 vezes com Nuclease Free Water (Promega), resultando em 100 yl de cDNA
diluido.
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Tabela 3.1: Concentracdo e volume dos reagentes utilizados na

sintese de cDNA das amostras

Reagentes Volume
RT Buffer - Tampéao de Transcriptase Reversa (10 X) 1,00 pL
MgCl, (25 mM) 2,20 pL
dNTP (2.5 mM/cada) 2,00 pL
Oligo d(T)1¢ (50 uM) 0,50 uL
Inibidor de RNase (20 U/uL) 0,20 pL
Transcriptase reversa (50 U/uL) 0,25 uL
RNA (5 ng/uL) 3,85 uL
Total 10 pL

3.8 PCR gquantitativo em Tempo Real

Para analisar a expressao dos genes estudados, foram realizadas reacdes de
PCR quantitativo em Tempo Real utilizando o reagente Power SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems) em um termociclador StepOnePlus™ Real-Time
PCR System (Applied Biosystems). A tabela 3.2 mostra os componentes utilizados
nas reacdes de PCR quantitativo em Tempo Real e seus respectivos volumes e

concentracoes.

Tabela 3.2: Concentracdo e volume dos componentes utilizados nas

reagbes de PCR quantitativo em Tempo Real, por pogo da placa

Reagentes Volume
Power SYBR Green PCR Master Mix 7,50 pL
Oligo 5’ (10 pM) 0,75 pL
Oligo 3’ (10 uM) 0,75 uL
Nuclease Free Water 2,00 pL
cDNA 4,00 pL
Total 15 pL
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As reacdes foram realizadas a partir das amostras das trés réplicas
experimentais descritas acima e, para cada ZT de cada replica experimental, foram
feitas trés réplicas técnicas. Para os genes de reldgio period, cycle e cryptochrome 2
e para o gene rp49, utilizado como normalizador enddgeno, foram utilizados
oligonucleotideos especificos para Ae. aegypti, previamente desenhados e testados
pelo grupo do Laboratério de Biologia Molecular de Insetos (Gentile et al., 2005, 2009).
Oligonucleotideos dos genes Orco (AAELO05776) e fruitless (AAEL024283) foram
desenhados respectivamente com o auxilio da plataforma Primer-BLAST e a partir da
sequéncia disponivel no banco de dados Vectorbase. As sequéncias dos
oligonucleotideos analisados estdo descritas da tabela 3.3. Para a validacdo dos
oligonucleotideos foram realizadas curvas padrdo, a partir de diluices seriadas de
amostras de cDNA bruto dos tecidos estudados e foram analisadas as eficiéncias das
reacoes e as curvas de dissociacao para verificar a especificidade de anelamento dos
oligonuceotideos.

As reacoes foram realizadas nas seguintes configuracdes, no termociclador: 95
°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 60 segundos e por
altimo a curva de dissociacdo com a seguinte programacao: em 95 °C por 15

segundos, 60 °C por 60 segundos e aumento gradativo de temperatura até 95 °C.

25



Tabela 3.3: Primers utilizados nas reacdes de PCR quantitativo em Tempo
Real. Na tabela estdo descritos 0s genes estudados, 0s nhomes e a sequéncia

forward (em cima) e reverse (em baixo) de cada oligonucleotideo.

Gene Nome Sequéncia (5’---- 3’)
rp49 SaeexpRP GCTATGACAAGCTTGCCCCCA
3aeaquaRP1b | TCATCAGCACCTCCAGCTC
period 5aeexpper3 | CGTTGAAAAGTCTCAATCAACCT
3aegyper3 GCTGAGTGAAAGCTTCGCCG
cycle S5aegycycla A CCGACCAGGAGCTGAAAATG

3aeexpcycl | GACCTAGCAAATCACCCTGTG
cryptochrome 2 | 5aeexpcry2 | ACTTGCCGGTGCTGAAGAACT
3aecry2 CGATGATACACTTGGCCGTGCG

Orco 5aeorcoJR04 | CTGGTATGACGGTTCCGAGG
3aeorcoJR04 | CCAGAACCGATGCGAACAGA
fruitless 5aefruJRO1 | ATGACCGACGACTGCCGTTA

3aefruJRO1 | TACTGTGTGATGACGCCTGC

As médias dos valores de Crt (threshold cycle) das trés réplicas técnicas de
cada amostra foram calculadas, e as réplicas que apresentaram valores aberrantes
(outliers), de acordo com o teste de Grubbs, foram removidos da andlise (Sokal &
Rohlf, 1995) Para a quantificacdo, o método do Ct comparativo (Comparative CT
Method; Método Z'MCT) (Livak & Schmittgen, 2001) foi utilizado. A expresséo do gene
rp49 foi utilizada como normalizador endégeno para o célculo do ACT e o valor minimo
do ACrT, entre as amostras, foi utilizado como referéncia no célculo do AACT. As
etapas dos calculos estdo descritas detalhadamente nos manuais da Applied
Biosystems (1997, 2004).
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3.9 Andlise estatistica

As analises estatisticas dos dados de expressao génica foram feitas utilizando
o programa GraphPad Prism 5.0 (Prism, La Jolla, CA). Os valores de AACT foram
comparados entre ZTs dentro de cada tratamento, com ANOVA (One Way) com teste

a posteriori de Tukey LSD, onde foram considerados significativos valores de p < 0.05.

Para as representacdes graficas foram usados os valores de 2BACT,
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4 RESULTADOS

4.1 Perfis de expressdo dos genes de relégio em amostras de cabecas,
antenas e pontas de abdémen de machos de Ae. aegypti, expostos ou nao

a fémeas

O padrédo de expressdao temporal dos genes do relégio period, cycle e
cryptochrome 2 foram investigados em amostras de cabecas (relégio central), antenas
(relogio periférico) e pontas de abdémen (relégio periférico) de machos sozinhos e de
machos que foram expostos a fémeas. Além disso, o padrdo de expressdo desses
genes também foi analisado nos tecidos de machos sem antenas sozinhos e machos
sem antenas expostos a fémeas. Os resultados de expressao de cada gene estéo
descritos a seguir.

4.1.1 Expressao do gene period em cabecas de machos com antenas e sem

antenas expostos ou ndo a presenca de fémeas

O perfil de expressdo do gene period em amostras de cabecas de machos
sozinhos, evidenciou uma menor abundancia entre o ZT 5 e 0 ZT 9 e uma maior
abundancia no ZT 17 (Figura 4.1 A). A andlise de variancia (ANOVA) indicou diferenca
significativa entre os ZTs (Fs12 = 350.9; P < 0.0001). O teste de Tukey apontou
diferenca significativa entre 0 ZT de maior valor de expresséao (ZT 17) e 0 ZT de menor

expressédo (ZT 5) (P <0.001) e entre eles e os demais ZTs.

Em amostras de cabecas de machos com fémeas, period apresentou 0 mesmo
padrdo de expressdo, com uma menor expressao no ZT 5 e um pico em torno do ZT
17 (Figura 4.1 B). A analise de variancia (ANOVA) indicou diferencga significativa entre
0s ZTs (Fs12 = 138.5; P < 0.0001). O teste de Tukey indicou o ZT 17 como
significativamente diferente do ZT 5 (P < 0.001). O mesmo teste também indicou o0 ZT
17 como significativamente diferente dos ZTs 1, 9 e 13, e o ZT 5 como

significativamente diferente de todos os ZTs.

Em relacdo as amostras de cabecas dos mosquitos sem antenas, o padrao de
expressao de period foi consistente com as condi¢des detalhadas acima. Em machos

sem antenas sozinhos e em machos sem antenas com fémeas o menor valor de
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expressao foi registrado no ZT 5 e o pico no ZT 17 (Figura 4.1 C e D). Os resultados
das andlises de variancia (ANOVA) indicaram diferenca significativa entre os ZTs
(Machos sozinhos - Fs12=372.3; P < 0.0001); (Machos com Fémeas - F512=277.5; P
< 0.0001). Na duas condicfes o teste de Tukey apontou diferenca significativa entre
0 pico e o vale (P < 0.001) e entre eles e os demais ZTs.
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Figura 4.1: Expressao do gene period, ao longo de 24 horas, em cabegas de machos
de Ae. aegypti. Os graficos ilustram a expressdo do gene period, ao longo de 24 horas, em
cabecgas de “Machos sozinhos” (linha azul continua); “Machos com Fémeas” (linha azul
tracejada); “Machos sem antenas sozinhos” (linha coral continua) e “Machos sem antenas
com Fémeas” (linha coral tracejada). O eixo y indica a abundancia relativa de mRNA. O eixo
X indica o Zeitgeber Time (ZT), que corresponde a cada hora apdés o acender das luzes.
Assim, o ZT 1 significa 1 hora ap0s o acender das luzes e o ZT 13 significa 1 hora apos o
apagar das luzes. A barra branca representa a fase clara e a barra preta a fase escura. As
setas pretas indicam o pico de expressdo e as setas cinzas indicam o vale. As estrelas
representam os ZTs que sao significativamente diferentes do pico de expressédo ou do vale,
de acordo com a cor das setas. A expressao génica foi avaliada por PCR quantitativo em
Tempo Real e os gréaficos foram gerados a partir da média de trés réplicas experimentais

independentes.
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4.1.2 Expressédo do gene period em pontas de abdomen de machos com

antenas e sem antenas expostos ou ndo a presenca de fémeas

Em pontas de abdébmen de machos sozinhos, period apresentou menor
expressdo em torno do ZT 5 e maior expressédo em torno do ZT 17 (Figura 4.2 A). A
andlise de variancia (ANOVA) apresentou diferenca significativa entre os ZTs (Fs 12 =
21.42; P < 0.0001). O resultado do teste de Tukey mostrou o ZT 17 como
significativamente diferente do ZT 5 (P < 0.001). O mesmo teste ainda indicou o ZT
17 como significativamente diferente dos ZTs 1 e 9, e 0 ZT 5 como significativamente
diferente dos ZTs 1, 13 e 21.

Em pontas de abdémen de machos expostos a presenca de fémeas, period
também apresentou uma menor expressado em torno do ZT 5 e uma maior expressao
entre 0 ZT 17 e 0 ZT 21 (Figura 4.2 B). A andlise de variancia (ANOVA) indicou que
os ZTs foram significativamente diferentes (Fs,12=28.36; P <0.0001). O teste de Tukey
mostrou que o ZT de maior valor de expressao foi significativamente diferente do ZT
de menor valor (P <0.001), indicando ainda o ZT 17 como significativamente diferente
dos ZTs 1 e 9, e 0 ZT 5 como significativamente diferente dos ZTs 1, 13 e 21.

Em relagéo a pontas de abddémen de machos sem antenas sozinhos, period foi
menos expresso no ZT 5 e mais expresso em torno do ZT 17 (Figura 4.2 C). A anélise
de variancia (ANOVA) indicou diferenca significativa entre os ZTs (Fs,12 = 47.35; P<
0.0001). O teste de Tukey mostrou diferenca significativa entre 0 ZT 17e 0 ZT 5 (P <
0.001), indicando ainda diferenca significativa entre 0 ZT17 e os ZTs 1 e 9, e entre 0
ZT 5 e os demais ZTs.

O mesmo perfil se repetiu nos machos sem antenas com fémeas, a menor
expressao foi registrada em torno do ZT5 e a maior expressdo em torno do ZT 17
(Figura 4.2 D). A andlise de variancia (ANOVA) indicou diferencga significativa entre os
ZTs (F512=26.17; P < 0.0001). O teste de Tukey mostrou diferenca significativa entre
0ZT 17 e 0 ZT 5 (P < 0.001). O mesmo teste também indicou diferenca significativa
entreo ZT 17eo0sZTsle9,eentreo ZT 5e0s ZTs 1, 13 e 21.
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Figura 4.2: Expresséo do gene period, ao longo de 24 horas, em pontas de abddémen
de machos de Ae. aegypti. Os gréficos ilustram a expressado do gene period, ao longo de
24 horas, em pontas de abdémen de “Machos sozinhos” (linha azul continua); “Machos com
Fémeas” (linha azul tracejada); “Machos sem antenas sozinhos” (linha coral continua) e
“Machos sem antenas com Fémeas” (linha coral tracejada). O eixo y indica a abundancia
relativa de mRNA. O eixo x indica o Zeitgeber Time (ZT), que corresponde a cada hora apos
0 acender das luzes. Assim, o ZT 1 significa 1 hora ap0s o acender das luzes e 0 ZT 13
significa 1 hora ap0s o apagar das luzes. A barra branca representa a fase clara e a barra
preta a fase escura. As setas pretas indicam o pico de expresséo e as setas cinzas indicam
o vale. As estrelas representam os ZTs que sado significativamente diferentes do pico de
expressédo ou do vale, de acordo com a cor das setas. A expressdo génica foi avaliada por
PCR quantitativo em Tempo Real e os gréaficos foram gerados a partir da média de trés

réplicas experimentais independentes.
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4.1.3 Expresséo do gene period em antenas de machos expostos ou nao a

presenca de fémeas

O gene period, em amostras de antenas de machos sozinhos, apresentou
menor expressao em torno do ZT 5 e maior expressédo em torno do ZT 17 (Figura 4.3
A). A andlise de variancia (ANOVA) indicou diferenca significativa entre os ZTs (Fs,12
= 62.29; P < 0.0001). O teste de Tukey mostrou o ZT 17 como significativamente
diferente do ZT 5 (P < 0.001). Além disso, o0 mesmo teste indicou o ZT 17 como
significativamente diferente dos ZTs 1, 9 e 13, e 0 ZT 5 como significativamente
diferente dos ZTs 1, 13 e 21. Em amostras de antenas de machos com fémeas, period
exibiu 0 mesmo padrdo de expresséao (Figura 4.3 B). A andlise de variancia (ANOVA)
indicou diferenca significativa entre os ZTs (Fs,12=26.46; P <0.0001). O teste de Tukey
apontou o ZT 17 como significativamente diferente do ZT 5 (P < 0.001) e dos ZTs 1 e
9, além de apontar o ZT 5 como significativamente diferente dos ZTs 13 e 21.
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Figura 4.3: Expresséo do gene period, ao longo de 24 horas, em antenas de machos de
Ae. aegypti. Os gréficos ilustram a expressao do gene period, ao longo de 24 horas, em
antenas de “Machos sozinhos” (linha azul continua) e “Machos com Fémeas” (linha azul
tracejada). O eixo y indica a abundancia relativa de mRNA. O eixo x indica o Zeitgeber Time
(ZT), que corresponde a cada hora ap6s o acender das luzes. Assim, o ZT 1 significa 1 hora
apos o acender das luzes e 0 ZT 13 significa 1 hora apés o apagar das luzes. A barra branca
representa a fase clara e a barra preta a fase escura. As setas pretas indicam o pico de
expressao e as setas cinzas indicam o vale. As estrelas representam os ZTs que Sao
significativamente diferentes do pico de expressao ou do vale, de acordo com a cor das setas.
A expressédo génica foi avaliada por PCR quantitativo em Tempo Real e os graficos foram

gerados a partir da média de trés réplicas experimentais independentes.
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4.1.4 Expresséo do gene cycle em cabecas de machos com antenas e sem

antenas expostos ou ndo a presenca de fémeas

O gene cycle, em amostras de cabecas de machos sozinhos, apresentou maior
expressao no ZT 1 e menor expressdo no ZT 13 (Figura 4.4 A). A andlise de variancia
(ANOVA) indicou diferenca significativa entre os ZTs (Fs,12 = 88.61; P < 0.0001). O
teste de Tukey apontou diferenca significativa entre o pico e o vale (P < 0.001) e entre

eles e os demais ZTs.

Em cabecas de machos com fémeas, cycle apresentou um maior valor de
expressdo em torno do ZT 5 e um vale no ZT 13 (Figura 4.4 B). A analise de variancia
(ANOVA) mostrou diferenca significativa entre os ZTs (Fs12 = 23.64; P < 0.0001).
Segundo o teste de Tukey, o ZT 5 foi significativamente diferente do ZT 13 (P < 0.001)

e do ZT 17, e o ZT 13 foi significativamente diferente de todos os outros ZTs.

Em relacdo a amostras de cabecas de machos sem antenas sozinhos, o perfil
gréafico de cycle evidenciou um pico de expressédo entre 0 ZT1 e 0 ZT 5, e um vale no
ZT13 (Figura 4.4 C). A analise de variancia (ANOVA) apresentou diferenca
significativa entre os ZTs (Fs,12=145.3; P < 0.0001). O teste de Tukey apontou o0 ZT
de maior valor (ZT 5) como significativamente diferente do ZT 13 (P < 0.001) e dos
ZTs 9,17 e 21, e apontou 0 ZT 13 como significativamente diferente de todos os ZTs.

Em cabecas de machos sem antenas com fémeas, o perfil grafico indicou uma
maior expressao de cycle em torno do ZT 1 e uma menor expresséo no ZT 13 (Figura
4.4 D). A andlise de variancia (ANOVA) apresentou diferenca significativa entre os
ZTs (Fs12 = 187.0; P < 0.0001). O teste de Tukey indicou o ZT 1 como
significativamente diferente do ZT 13 (P < 0.001) e dos ZTs 9, 17 e 21, e indicou 0 ZT
13 como significativamente diferente de todos os ZTs.
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Figura 4.4: Expresséo do gene cycle, ao longo de 24 horas, em cabecas de machos de
Ae. aegypti. Os graficos ilustram a expressdo do gene cycle, ao longo de 24 horas, em
cabecas de “Machos sozinhos” (linha azul continua); “Machos com Fémeas” (linha azul
tracejada); “Machos sem antenas sozinhos” (linha coral continua) e “Machos sem antenas
com Fémeas” (linha coral tracejada). O eixo y indica a abundancia relativa de mRNA. O eixo
X indica o Zeitgeber Time (ZT), que corresponde a cada hora apds o acender das luzes.
Assim, o ZT 1 significa 1 hora ap0s o acender das luzes e o ZT 13 significa 1 hora apos o
apagar das luzes. A barra branca representa a fase clara e a barra preta a fase escura. As
setas pretas indicam o pico de expresséo e as setas cinzas indicam o vale. As estrelas pretas
representam os ZTs que sao significativamente diferentes do pico de expressao e as estrelas
cinzas representam os ZTs que sdo significativamente diferentes do vale. A expressao génica
foi avaliada por PCR gquantitativo em Tempo Real e os gréficos foram gerados a partir da

média de trés réplicas experimentais independentes.
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4.1.5 Expresséo do gene cycle em pontas de abdémen de machos com antenas

e sem antenas expostos ou ndo a presenca de fémeas

Em relacdo a cycle, em amostras de ponta de abddémen de machos sozinhos,
o perfil grafico indicou uma maior expressdo em torno do ZT 1 e uma menor expressao
em torno do ZT 13 (Figura 4.5 A). A andlise de variancia (ANOVA) indicou diferenca
significativa entre os ZTs (Fs,12=4.107 P = 0.0209) e o teste de Tukey apontou 0 ZT 1

como significativamente diferente do ZT 13 (P < 0.05).

Em pontas de abdémen de machos com fémeas, o perfil grafico indicou que
cycle apresentou maior expressao em torno do ZT 5 e menor expressao em torno do
ZT 13 (Figura 4.5 B). A analise de variancia (ANOVA) indicou diferenca significativa
entre os ZTs (Fs12 = 13.58; P = 0.0001). O teste de Tukey apontou o ZT 5 como
significativamente diferente do ZT 13 (P <0.001) e dos ZTs 17 e 21, e apontou 0 ZT

13 como significativamente diferente dos ZTs 1 e 9.

Nos machos sem antenas sozinhos, a expressdo de cycle em pontas de
abdémen apresentou maior valor em torno do ZT 5 e menor valor em torno do ZT 13
(Figura 4.5 C). A analise de variancia (ANOVA) indicou diferenca significativa entre os
ZTs (Fs12 = 15.05 P < 0.0001). O teste de Tukey mostrou o ZT 5 como
significativamente diferente do ZT 13 (P < 0.001) e dos ZTs 9, 17 e 21, e mostrou 0

ZT 13 como significativamente diferente do ZT 1.

O mesmo padrao foi observado em pontas de abdomen de machos sem
antenas com fémeas, o perfil grafico indicou uma maior expressédo de cycle em torno
do ZT 5 e uma menor expressdo em torno do ZT 13 (Figura 4.5 D). A analise de
variancia (ANOVA) apresentou diferenca significativa entre os ZTs (Fs,12-7.870; P =
0.0017). O teste de Tukey mostrou diferenca significativa entre 0 ZT 5e 0 ZT 13 (P <
0.01), além de mostrar diferenca significativa entre os ZTs 5 e 9, e entre 0s ZTs 13 e
1.

36



Perfil de expressao de cycle em pontas de abdémen de machos de

Ae. aegypti
A B
1.20 - ¢ 1.20 - ‘L
3 1.00 - S 1.00 - .
S S Y
® 0. - @ 0.80 -
© 0.80 E; / \\
5 060 - J, S 0.60 - L
S & \
T 040 - T 0.40 - \ -
> 5 w’ V@
2 - 2 J
< 0.20 < 0.20
0.00 —— 0.00 ——
ZT 1 5 9 13 17 21 ZT 1 5 9 13 17 21
+ + + +
+ “+ - +
—@— Machos sozinhos — B~ Machos ¢/ Fémeas
c D
1.20 - 1.20 - \l,
] ¢ (1]
> 1.00 - I > 1.00 - -0
© ¢ A © e
2 0.80 - J, 20801 % \l/ .
1] .. A 1] '|' __ =N
'S 0.60 - "3 060 A s Al
tg . :":'-'-'-_—_T-_-.'-'-'""' " tg J- . .
T 040 - 1 T 0.40 - '
5 S
=
2 i 2 |
< 0.20 < 0.20
0.00 T 0.00 I
ZT 1 5 9 13 17 21 ZT 1 5 9 13 17 21
+ + + + + +
- -+ + 4+
—9— Machos s/ antenas sozinhos — W~ Machos s/ antenas ¢/ Fémeas

Figura 4.5: Expresséo do gene cycle, ao longo de 24 horas, em pontas de abddémen de
machos de Ae. aegypti. Os graficos ilustram a expressao do gene cycle, ao longo 24 horas,
em pontas de abdémen de “Machos sozinhos” (linha azul continua); “Machos com Fémeas”
(linha azul tracejada); “Machos sem antenas sozinhos” (linha coral continua) e “Machos sem
antenas com Fémeas” (linha coral tracejada). O eixo y indica a abundancia relativa de mRNA.
O eixo x indica o Zeitgeber Time (ZT), que corresponde a cada hora apds o acender das
luzes. Assim, 0 ZT 1 significa 1 hora ap6s o acender das luzes e o ZT 13 significa 1 hora apos
0 apagar das luzes. A barra branca representa a fase clara e a barra preta a fase escura. As
setas pretas indicam o pico de expresséo e as setas cinzas indicam o vale. As estrelas
representam os ZTs que sao significativamente diferentes do pico de expresséo ou do vale,
de acordo com a cor das setas. A expressao génica foi avaliada por PCR quantitativo em
Tempo Real e os gréficos foram gerados a partir da média de trés réplicas experimentais

independentes. 37



4.1.6 Expressdo do gene cycle em antenas de machos expostos ou ndo a

presenca de fémeas

Nas amostras de antenas de machos sozinhos, o gene cycle, apresentou o
maior valor de expressédo em torno do ZT 1 e o menor valor de expressao no ZT 13
(Figura 4.6 A). A analise de variancia (ANOVA) indicou diferenca significativa entre os
ZTs (Fs12 = 43.69; P< 0.0001). O teste de Tukey apontou o ZT 1 como
significativamente diferente do ZT 13 (P < 0.001) e dos ZTs 9, 17 e 21, e apontou 0
ZT 13 como significativamente diferente de todos os ZTs. Em antenas de machos com
fémeas, o perfil grafico da expressédo de cycle indicou um maior valor em torno do ZT
5 e um menor valor em torno do ZT 13 (Figura 4.6 B). A andlise de variancia (ANOVA)
apresentou diferenca significativa entre os ZTs (Fs12=15.66; P < 0.0001). O teste de
Tukey apontou o ZT 5 como significativamente diferente do ZT 13 (P < 0.001) e dos
ZTs 9 e 17, e apontou o ZT 13 como significativamente diferente dos ZTs 1, 9 e 21.
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Figura 4.6: Expresséo do gene cycle, ao longo de 24 horas, em antenas de machos de
Ae. aegypti. Os graficos ilustram a expressao do gene cycle, ao longo de 24 horas, em
antenas de “Machos sozinhos” (linha azul continua) e “Machos com Fémeas” (linha azul
tracejada). O eixo y indica a abundancia relativa de mRNA. O eixo x indica o Zeitgeber Time
(ZT), que corresponde a cada hora apds o acender das luzes. Assim, 0 ZT 1 significa 1 hora
apos o acender das luzes e 0 ZT 13 significa 1 hora apés o apagar das luzes. A barra branca
representa a fase clara e a barra preta a fase escura. As setas pretas indicam o pico de
expressao e as setas cinzas indicam o vale. As estrelas representam os ZTs que sao
significativamente diferentes do pico de expressao ou do vale, de acordo com a cor das setas.
A expressédo génica foi avaliada por PCR quantitativo em Tempo Real e os gréaficos foram

gerados a partir da média de trés réplicas experimentais independentes.
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4.1.7 Expresséo do gene cryptochrome 2 em cabecas de machos com antenas

e sem antenas expostos ou ndo a presenca de fémeas

O gene cryptochrome 2 (cry2), em cabecas de machos sozinhos,
aparentemente apresentou dois picos de expressao, um em torno do ZT 1 e outro em
torno do ZT 17. A menor expressao foi registrada no ZT 9 (Figura 4.7 A). A analise de
variancia (ANOVA) apresentou diferenca significativa entre os ZTs (Fs,12=15.35; P <
0.0001). O teste de Tukey mostrou o ZT 1 como significativamente diferente do ZT 9
(P <0.001), o ZT 17 como significativamente diferente do ZT 9 (P < 0.001) e do ZT 5,
além de mostrar o ZT 9 como significativamente diferente de todos os ZTs.

Em cabecas de machos com fémeas, cry2 apresentou o menor valor de
expressdo em torno do ZT 9 e o maior valor de expresséo em torno do ZT 17 (Figura
4.7 B). A analise de variancia (ANOVA) apresentou diferenca significativa entre os ZTs
(Fs,12 = 4.190; P = 0.0195). O teste de Tukey apontou o ZT 17 e o ZT 9 como
significativamente diferentes (P < 0.05) e apontou o ZT 9 como significativamente
diferente do ZT 21.

O perfil grafico de cry2, em cabecas de machos sem antenas sozinhos,
aparentemente também apresentou dois picos de expressdo. O primeiro pico foi
registrado em torno do ZT 1 e o segundo pico em torno do ZT 17. A menor expressao
se concentrou no ZT 9 (Figura 4.7 C). A analise de variancia (ANOVA) indicou
diferenca significativa entre os ZTs (Fs12 = 39.68; P < 0.0001). O teste de Tukey
apontou diferenca significativa entre o ZT 1 e 0 ZT 9 (P < 0.001), entre 0 ZT 17 e 0s
ZTs 9 (P <0.001) e 5,eentre 0 ZT 9 e todos os ZTs.

Em relacdo a expressao de cry2 em amostras de cabecas de machos sem
antenas com fémeas, aparentemente foi observado um pico menos acentuado em
torno do ZT 1 e um pico principal no ZT 17. O menor valor de expressao foi registrado
no ZT 9. A andlise de variancia (ANOVA) indicou diferenca significativa entre os ZTs
(F5,12=123.2; P < 0.0001). O teste de Tukey apontou o ZT 1 como significativamente
diferente dos ZTs 9 (P < 0.001), 13, 17 e 21. O mesmo teste apontou 0 ZT 17 como
significativamente diferente do ZT 9 (P < 0.001) e dos demais ZTs, além de mostrar

diferenca significativa entre o ZT 9 e todos os ZTs.
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Figura 4.7: Expresséo do gene cry2, ao longo de 24 horas, em cabecas de machos de
Ae. aegypti. Os graficos ilustram a expressdo do gene cry2, ao longo de 24 horas, em
cabecas de “Machos sozinhos” (linha azul continua); “Machos com Fémeas” (linha azul
tracejada); “Machos sem antenas sozinhos” (linha coral continua) e “Machos sem antenas
com Fémeas” (linha coral tracejada). O eixo y indica a abundancia relativa de mRNA. O eixo
X indica o Zeitgeber Time (ZT), que corresponde a cada hora ap6s o acender das luzes.
Assim, o ZT 1 significa 1 hora apds o acender das luzes e o ZT 13 significa 1 hora ap6s o
apagar das luzes. A barra branca representa a fase clara e a barra preta a fase escura. As
setas pretas e vermelhas indicam o pico de expressao, as setas vermelhas o segundo pico e
as setas cinzas indicam o vale. As estrelas representam os ZTs que sao significativamente
diferentes do pico de expressdo ou do vale, de acordo com a cor das setas. A expressao
génica foi avaliada por PCR quantitativo em Tempo Real e os graficos foram gerados a partir

da média de trés réplicas experimentais independentes.
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4.1.8 Expressao do gene cryptochrome 2 em pontas de abdémen de machos

com antenas e sem antenas expostos ou ndo a presenca de fémeas

Em relacdo a cry2 em pontas de abdémen de machos sozinhos, a anélise de
variancia (ANOVA) apresentou diferenca significativa entre os ZTs (Fs,12=5.033; P =
0.0102) e o perfil gréfico indicou uma menor expressdo em torno do ZT 9 e uma maior
expressdo em torno do ZT 21 (Figura 4.8 A). No entanto o teste de Tukey ndo mostrou
diferenca significativa entre os ZTs. Em pontas de abdémen de machos com fémeas
(Figura 4.8 B), a analise de variancia (ANOVA) ndo indicou diferenca significativa entre
0S ZTs (Fs,12=1.647; P = 0.2217).

Ja4 em pontas de abdémen de machos sem antenas sozinhos, a andlise de
variancia (ANOVA) indicou diferenga significativa entre os ZTs (Fs12 = 5.315; P =
0.0084). O perfil grafico apontou um pico de expressdo em torno do ZT 1, outro pico
em torno do ZT 13 e um vale em torno do ZT 9 (Figura 4.8 C). O teste de Tukey

mostrou diferenca significativa entre os picos e o vale (P < 0.05).

Em pontas de abdémen de machos sem antenas com fémeas, a andlise de
variancia (ANOVA) também mostrou diferenca significativa entre os ZTs (Fs,12-6.432,;
P = 0.0040). O perfil grafico evidenciou uma menor expressao em torno do ZT 9 e uma
maior expressao em torno do ZT 17 (Figura 4.8 D). O teste de Tukey apresentou
diferenca significativa entre o ZT 17 e 0 ZT 9 (P < 0.01), e entre 0 ZT 9 e 0s ZTs 13,
17 e 21.
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Figura 4.8: Expressao do gene cry2, ao longo de 24 horas, em pontas de abdémen de
machos de Ae. aegypti. Os gréficos ilustram a expressdo do gene cry2, ao longo de 24
horas, em pontas de abdémen de “Machos sozinhos” (linha azul continua); “Machos com
Fémeas” (linha azul tracejada); “Machos sem antenas sozinhos” (linha coral continua) e
“‘Machos sem antenas com Fémeas” (linha coral tracejada). O eixo y indica a abundéncia
relativa de mRNA. O eixo x indica o Zeitgeber Time (ZT), que corresponde a cada hora apds
0 acender das luzes. Assim, o ZT 1 significa 1 hora ap6s o acender das luzes e o ZT 13
significa 1 hora apds o apagar das luzes. A barra branca representa a fase clara e a barra
preta a fase escura. As setas pretas e vermelhas indicam o pico de expressao e as setas
cinzas indicam o vale. As estrelas representam os ZTs que séo significativamente diferentes
do pico de expressao ou do vale, de acordo com a cor das setas. A expressao génica foi
avaliada por PCR quantitativo em Tempo Real e os gréficos foram gerados a partir da média

de trés réplicas experimentais independentes.
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4.1.9 Expressao do gene cryptochrome 2 em antenas de machos expostos ou

ndo a presenca de fémeas

Em relacdo ao perfil grafico de cry2 em antenas de machos sozinhos, foi
observada uma menor expresséo em torno do ZT 9 e uma maior expressdo em torno
do ZT 21 (Figura 4.9 A). A andlise de variancia (ANOVA) indicou diferenca significativa
entre os ZTs (Fs,12 = 26.69; P < 0.0001). O teste de Tukey mostrou o ZT 21 como
significativamente diferente do ZT 9 (P < 0.001) e dos ZTs 5 e 13. O mesmo teste
também apontou o ZT 9 como significativamente diferente dos ZTs 1, 13 e 17. O
mesmo perfil foi observado em antenas de machos com fémeas (Figura 4.9 B). A
analise de variancia (ANOVA) mostrou diferenca significativa entre os ZTs (Fs, 12 =
26.13; P < 0.0001). O teste de Tukey apontou o ZT 21 como significativamente
diferente do ZT 9 (P < 0.001) e dos ZTs 1, 5 e 13, além de apontar o ZT 9 como
significativamente diferente dos ZTs 1 e 17.
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Figura 4.9: Expresséo do gene cry2, ao longo de 24 horas, em antenas de machos de
Ae. aegypti. Os graficos ilustram a expressdo do gene cry2, ao longo de 24 horas, em
antenas de “Machos sozinhos” (linha azul continua) e “Machos com Fémeas” (linha azul
tracejada). O eixo y indica a abundéncia relativa de mRNA. O eixo x indica o Zeitgeber Time
(ZT), que corresponde a cada hora apés o acender das luzes. Assim, o ZT 1 significa 1 hora
apos o acender das luzes e 0 ZT 13 significa 1 hora apés o apagar das luzes. A barra branca
representa a fase clara e a barra preta a fase escura. As setas pretas indicam o pico de
expressao e as setas cinzas indicam o vale. As estrelas representam os ZTs que sdo
significativamente diferentes do pico de expresséo ou do vale, de acordo com a cor das setas.
A expressdo génica foi avaliada por PCR quantitativo em Tempo Real e os gréficos foram

gerados a partir da média de trés réplicas experimentais independentes.
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4.2 Perfis de expressdo dos genes orco e fruitless em amostras de cabecas,
antenas e pontas de abdémen de machos de Ae. aegypti expostos ou néo

a fémeas

Os perfis de expressédo do gene do co-receptor Orco e do gene fruitless também
foram analisados em tecidos de machos sozinhos, machos que foram expostos a

fémeas, machos sem antenas sozinhos e machos sem antenas com fémeas.

Para o gene Orco, as andlises de variancia (ANOVA) indicaram diferencas ndo
significativas entre os ZTs, para a maioria das condi¢des analisadas nas amostras de
cabecas e antenas, com excecao das amostras de cabecas de machos sem antenas
com fémeas (Fs,12=3.223; P = 0.0449) (Figura 4.10 D). No entanto, o teste de Tukey
nao apresentou diferenca significativa entre esses ZTs. As figuras 4.10 e 4.11 ilustram,

respectivamente, o perfil grafico de expressédo do gene Orco em cabecas e antenas.

bY

Em relacdo a expressdo de fruitless, as andlises de varidncia (ANOVA)
indicaram diferencas significativas entre os ZTs somente nas amostras de cabecas de
machos sem antenas com fémeas (Fs,12=3.723; P = 0.0288). Nessa condigéo, fruitless
foi mais expresso no ZT 1 e menos expresso no ZT 21 (Figura 4.12 D). O teste de
Tukey apontou diferenca significativa entre esses ZTs (P < 0.05). As figuras 4.12 e
4.13 ilustram os perfis de expressao do gene fruitless, respectivamente, em amostras
de cabecas e pontas de abdémen, para as condi¢cdes machos sozinhos, machos com

fémeas, machos sem antenas sozinhos e machos sem antenas com fémeas.
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Perfil de expressao de Orco em cabecas de machos de Ae. aegypti
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Figura 4.10: Expresséo do gene Orco, ao longo de 24 horas, em cabecas de machos de
Ae. aegypti. Os graficos ilustram a expressdo do gene Orco, ao longo de 24 horas, em
cabegas de “Machos sozinhos” (linha azul continua); “Machos com Fémeas” (linha azul
tracejada); “Machos sem antenas sozinhos” (linha coral continua) e “Machos sem antenas
com Fémeas” (linha coral tracejada). O eixo y indica a abundancia relativa de mRNA. O eixo
X indica o Zeitgeber Time (ZT), que corresponde a cada hora apds o acender das luzes.
Assim, o ZT 1 significa 1 hora ap6s o acender das luzes e o ZT 13 significa 1 hora apos o
apagar das luzes. A barra branca representa a fase clara e a barra preta a fase escura. A
expressao génica foi avaliada por PCR quantitativo em Tempo Real e os graficos foram

gerados a partir da média de trés réplicas experimentais independentes.
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Perfil de expressao de Orco em antenas de machos de Ae. aegypti
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Figura 4.11: Expresséo do gene Orco, ao longo de 24 horas, em antenas de machos de
Ae. aegypti. Os gréficos ilustram a expressdo do gene Orco, ao longo de 24 horas, em
antenas de “Machos sozinhos” (linha azul continua) e “Machos com Fémeas” (linha azul
tracejada). O eixo y indica a abundéancia relativa de mRNA. O eixo x indica o Zeitgeber Time
(ZT), que corresponde a cada hora ap6s o acender das luzes. Assim, o ZT 1 significa 1 hora
apos o acender das luzes e 0 ZT 13 significa 1 hora apds o apagar das luzes. A barra branca
representa a fase clara e a barra preta a fase escura. A expresséo génica foi avaliada por
PCR quantitativo em Tempo Real e os graficos foram gerados a partir da média de trés

réplicas experimentais independentes.
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Perfil de expresséao de fruitless em cabecas de machos de Ae. aegypti
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Figura 4.12: Expresséo do gene fruitless, ao longo de 24 horas, em cabecas de machos
de Ae. aegypti. Os gréficos ilustram a expressédo do gene fruitless, ao longo de 24 horas, em
cabegas de “Machos sozinhos” (linha azul continua); “Machos com Fémeas” (linha azul
tracejada); “Machos sem antenas sozinhos” (linha coral continua) e “Machos sem antenas
com Fémeas” (linha coral tracejada). O eixo y indica a abundancia relativa de mRNA. O eixo
X indica o Zeitgeber Time (ZT), que corresponde a cada hora ap0s o acender das luzes.
Assim, o ZT 1 significa 1 hora ap0s o acender das luzes e o ZT 13 significa 1 hora ap6s o
apagar das luzes. A barra branca representa a fase clara e a barra preta a fase escura. As
setas pretas indicam o pico de expressdo e as setas cinzas indicam o vale. As estrelas
representam os ZTs que sao significativamente diferentes do pico de expressado ou do vale,
de acordo com a cor das setas. A expressao génica foi avaliada por PCR quantitativo em
Tempo Real e os gréaficos foram gerados a partir da média de trés réplicas experimentais

independentes.
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Perfil de expresséo de fruitless em pontas de abdémen de machos de

Ae. aegypti
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Figura 4.13: Expresséao do gene fruitless, ao longo de 24 horas, em pontas de abdémen
de machos de Ae. aegypti. Os graficos ilustram a expressao do gene fruitless, ao longo de
24 horas, em pontas de abdémen de “Machos sozinhos” (linha azul continua); “Machos com
Fémeas” (linha azul tracejada); “Machos sem antenas sozinhos” (linha coral continua) e
“Machos sem antenas com Fémeas” (linha coral tracejada). O eixo y indica a abundancia
relativa de mRNA. O eixo x indica o Zeitgeber Time (ZT), que corresponde a cada hora ap6s
0 acender das luzes. Assim, o ZT 1 significa 1 hora ap6s o acender das luzes e o ZT 13
significa 1 hora apds o apagar das luzes. A barra branca representa a fase clara e a barra
preta a fase escura. A expressao génica foi avaliada por PCR quantitativo em Tempo Real e

os gréficos foram gerados a partir da média de trés réplicas experimentais independentes.
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5 DISCUSSAO

Em um trabalho anterior do nosso grupo (Araripe et al., 2018), analisamos o
padrdo de atividade locomotora/voo de machos de Ae. aegypti em resposta a
presenca de fémeas confinadas, e encontramos que quando fémeas virgens estao
presentes o padrdo de atividade dos machos € significativamente alterado. Ao
anoitecer, os machos expostos a fémeas virgens apresentaram o segundo pico de
atividade significativamente maior que o pico dos machos que permaneceram
sozinhos. Esse segundo pico de atividade dos machos sobrepde-se ao pico unico das
fémeas no ZT 12. Portanto, esse resultado indica que os machos sdo capazes de
perceber as fémeas e alterar o seu comportamento de atividade, exibindo maior
atividade no mesmo momento que as fémeas exibem. Para entender quais sinais
poderiam estar envolvidos nessa mudanca de atividade dos machos, foi conduzido
um experimento utilizando mosquitos que tiveram Orgdos importantes para a
comunicacdo, removidos. Os resultados sugeriram que 0s machos conseguem
perceber as ffmeas mesmo quando elas tém suas asas removidas e nao produzem o
som de batimento das asas, indicando que outros sinais além do som podem estar

envolvidos no reconhecimento, como por exemplo sinais quimicos e visuais.

A partir desses resultados, nos perguntamos se essa alteracédo no padrao de
atividade dos machos poderia estar acompanhada de uma possivel alteracdo na
expressdo de alguns genes do reldgio circadiano, genes de receptores olfativos e
genes envolvidos com o reconhecimento de parceiro reprodutivo. Portanto, nesse
estudo foram analisados os perfis de expresséo de trés genes do relégio circadiano
(period, cycle e cryptochrome 2), do gene do co-receptor olfativo Orco e do gene de
comportamento fruitless, ao longo de 24 horas. A expressdo desses genes foi
analisada em trés tecidos dos machos: cabecas, antenas e pontas de abdémen, e em
quatro condi¢cdes: machos sozinhos, machos com fémeas, machos sem antenas

sozinhos e machos sem antenas com fémeas.
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5.1 Expresséo dos genes de relogio period, cycle e cryptochrome 2

Diversas espécies apresentam flutuacdes ritmicas de uma variedade de
processos comportamentais e fisiolégicos. No organismo modelo Drosophila
melanogaster, alguns estudos j& demonstraram a influéncia dos genes de reldgio no
comportamento reprodutivo. Em Kyriacou et al. (1980 e 1990) foi demonstrado que
machos dessa espécie carregando mutantes do gene de relogio period exibem
diferentes padrbes dos ritmos de sons, produzidos pelo batimento das asas durante a
corte. Sakai e Ishida (2001) demonstraram um padréo de atividade de acasalamento,
exibindo uma maior frequéncia na fase clara, um declinio no ZT 12, e um aumento na
fase escura (LD 12:12). Esse padrdo permaneceu mesmo em escuro constante,
indicando um controle dessa atividade pelo relégio circadiano. Além disso, nesse
estudo os autores mostraram que 0s genes period e timeless, de alguma forma
regulam a atividade de acasalamento. Individuos mutantes para esses genes,
exibiram maior atividade de acasalamento somente durante a fase clara. No entanto,
esse padrdo ndo se manteve em escuro constante, indicando também uma regulacéo
dessa atividade pela luz (Sakai & Ishida, 2001).

Ainda em D. melanogaster, os genes period e timeless também foram
implicados na regulacdo da duracdo da coOpula. Beaver e Giebultowicz (2004)
encontraram que machos carregando mutacdes nesses genes exibem uma maior
duracdo da cépula. Em nossos resultados, period apresentou um perfil de expressao
de mRNA conservado em cabecas, antenas e pontas de abdémen de machos,
exibindo uma menor expressao em torno do ZT 5 e uma maior expressao em torno do
ZT 17 (Figuras 4.1, 4.2 e 4.3). O mesmo padréo de expressao de period foi observado
por Gentile e colaboradores (2009) em cabecas de fémeas de Ae. aegypti. Além disso,
embora os estudos anteriores tenham indicado a influéncia de period em aspectos do
comportamento reprodutivo, nossos resultados indicam que, independentemente da
presenca de fémeas, a expressao de period permanece com o mesmo padrdo visto
em machos sozinhos. Acreditamos que, devido a period, ser um gene central do
reldgio e exibir o mesmo padrao de ciclagem entre os tecidos, ndo tem sua expressao
influenciada pelas condicbes ambientais (interagcdo social) que estudamos aqui.
Entretanto, devido a importancia desse gene para o comportamento reprodutivo em
Drosophila melanogaster (Beaver et al., 2002; Beaver & Giebultowicz, 2004; Sakai &

Ishida, 2004; Sakai & Kitamoto, 2006), ndo descartamos a ocorréncia de diferencas
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no nivel traducional e acreditamos que sua proteina possa atuar na regulacédo de

outros genes envolvidos com o comportamento reprodutivo.

Em relagdo ao gene cycle, que é conhecido por apresentar uma expressao
constitutiva em D. melanogaster (Rutila et al., 1998), em fémeas de Ae. aegypti,
Gentile e colaboradores (2009) descreveram uma expressao ritmica, com um pico no
ZT 3 e um vale em torno do ZT 13, em regime LD. Em nossos resultados, cycle
apresentou um mesmo padrdo de expressdo em amostras de cabecas, pontas de
abdbémen e antenas de machos sozinhos, exibindo uma maior expressao na fase clara
(ZT 1 - ZT 5) e uma menor expressao no inicio da fase escura (ZT 13) (Figuras 4.4,
4.5 e 4.6). Em relacdo aos tecidos de machos que foram expostos a presenca de
fémeas, cycle parece deslocar sua maior expressdo para mais tarde, embora nao
tenha sido uma diferenca significativa, e a menor expressdo se manteve no ZT 13
(Figuras 4.4, 4.5 e 4.6). J4 nos machos sem antenas, os perfis graficos indicaram um
pico no ZT 5 na maioria das condi¢des (Figuras 4.4 e 4.5). Em D. melanogaster,
experimentos com individuos carregando muta¢aos nos principais genes de relégio,
incluindo cycle, implicam numa baixa fertilidade, sugerindo a importancia desses
genes para a reproducéo (Beaver et al., 2002). Além disso, sabe-se que CYC tem um
papel importante na regulacdo de genes de output (revisado em Rivas et al., 2016;
Rivas et al., 2018), porem né&o existe informacdo especifica de regulacdo ou
modulagdo de genes envolvidos com comportamento reprodutivo. Nossos resultados
indicam que o vale de expressao (ZT13) é muito mais bem definido do que o pico de
expressado desse gene. Embora os perfis graficos sugiram um efeito de atraso no pico
de expressao, tanto quando fémeas estédo presentes quanto quando machos tém suas
antenas removidas, as andlises estatisticas que usamos aqui ndo mostram
significAncia que apoie essa conclusdo. Dessa forma, o mais provavel é que a
percepcao da presenca de fémeas nao altere a expressao de cycle nos tecidos dos
machos, e que o pico de expressao desse gene (ZT 1 - ZT 5) seja mais flutuante do

que o vale.

A expresséo do gene cryptochrome 2 (cry2), por outro lado, parece ter algum
envolvimento direto em regulacdo comportamental. Gentile e colaboradores (2009)
analisaram a expressao do gene cry2 em cabecas de fémeas de Ae. aegypti e de
Culex quinquefasciatus, e encontraram uma diferenca na expressao desse gene entre
as duas espécies. Enquanto em Culex quinquefasciatus foi observado um pico de

expressao, na fase escura, Ae. aegypti apresentou um perfil bimodal, com um pico no
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inicio da fase clara e outro na fase escura. Acredita-se que essa diferenca entre as
duas espécies possa estar relacionada com uma diferenca temporal no
comportamento de atividade locomotora, ja que Ae. aegypti possui maior atividade
diurna e Culex quinquefasciatus possui maior atividade noturna. Em nossos
resultados também observamos diferencas nos perfis de expressdo de cry2 em

machos, entre as condi¢des e entre os tecidos.

Em cabecas, cry2 apresentou um perfil bimodal em quase todas as condi¢oes
analisadas, com excecao da condicdo machos com fémeas, onde o primeiro pico é
visualmente possivel, mas ndo aparece como ponto significativamente diferente do
vale (Figura 4.7 B). Em todas as condi¢cdes analisadas, o primeiro pico, no ZT 1, foi
menor que o segundo pico, no ZT 17. Um padrao bastante interessante foi observado
quando machos foram expostos a fémeas: tanto em machos com antenas como em
machos sem antenas, a diferenca de expressao entre o primeiro pico, no ZT 1, e o
segundo pico, no ZT 17, foi relativamente maior em cabecas de machos que foram

expostos a fémeas do que em cabecas de machos sozinhos (Figura 4.7 B e D).

Em pontas de abddmen também observamos perfis de expressdo muito
semelhantes em machos sozinhos com antenas e sem antenas, embora o teste de
Tukey sé tenha apresentado diferenca significativa entre os ZTs em machos sem
antenas sozinhos. Nessa condicao, foi observado um padréo parecido com cabecas,
mostrando dois picos de expressdo, um no ZT 1 e outro que ocorreu antecipadamente,
no ZT 13 (Figura 4.8 C). Em pontas de abdomen de machos com fémeas, embora a
ANOVA néo tenha apresentado diferenca significativa entre os ZTs (Figura 4.8 B), o
perfil grafico exibe um padrdo parecido com a condicdo machos sem antenas com
fémeas. Nessa condicao, cry2 apresentou uma expressao elevada no inicio da fase

clara e um pico principal na fase escura (Figura 4.8 D).

E importante ressaltar que, independentemente da significancia revelada pela
ANOVA, os perfis sdo visualmente bem consistentes dentro das condigbes machos
sozinhos e dentro das condicbes machos com fémeas. Com isso, observamos que a
interacdo social (exposicao a fémeas) tem um efeito bem claro na alteracéo do perfil

de expresséao de cry?2.

Em antenas, cry2 apresentou um unico pico de expressdo no final da fase
escura, tanto em machos sozinhos quanto em machos com fémeas (Figura 4.9 A e

B). Como o pico de expresséo se concentrou no final da fase escura e em machos
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sozinhos a expressao em antenas se mantém alta no inicio da fase clara, analisando
o perfil gréafico é dificil estabelecer se cry2 apresenta um ou dois picos de expressao.
Assim como nos outros tecidos, em antenas o perfil grafico indica uma expressao
relativamente menor de cry2 no inicio da fase clara em machos com fémeas, quando
comparado a condicdo machos sozinhos (Figura 4.9 A e B). Acredita-se que algumas
oscilacdes ritmicas ndo sao restritas a apenas um controle pelo reldgio central (células
neuronais do cérebro), mas podem ser reguladas também por relégios periféricos
autbnomos em diferentes tecidos (revisado em Giebultowicz, 2001). A literatura
mostra que relégios autdbnomos ja foram caracterizados em antenas e 0rgaos
reprodutivos de machos (Krishnan et al., 1999; Beaver et al., 2002). Dessa forma, &
possivel que cry2 mostre um padréo de oscilacao diferente em antenas, com um unico

pico de expressao, por estar sob regulacdo de um reldgio periférico.

E importante salientar que a ablacdo das antenas, que S&0 0S Orgaos
responsaveis pela percepcdao olfativa e auditiva (Gopfert et al., 1999; Guidobaldi et al.,
2014), ndo pareceu afetar a expressao génica de cry2. O fator mais importante na
modificacdo dos perfis de expressao foi a interacdo social dada pela presenca de
fémeas. Portanto, se as antenas ndo estdo presentes, a percepcdo das fémeas
confinadas, com consequente alteracdo na magnitude relativa do primeiro pico de
expressdo, deve estar sendo possibilitada por outro sentido que néo olfato e audicao,
possivelmente visdo ou tato (através de contato pelo microtule), que ndo foram
controlados neste estudo. No nosso trabalho anterior (Araripe et al., 2018) também
observamos que a ablacdo de antenas, embora reduzisse muito a amplitude de
atividade locomotora/voo, ndo alterava a resposta que o perfil de atividade de machos
descrevia na presenca de fémeas.

O fato da principal diferenca em perfis de expressao de cry2 ser devida a
variacdo na amplitude relativa da expressao no inicio da fase diurna, sugere que o
primeiro pico de expressao de cry2 pode ser mais influenciavel por fatores ambientais.
Andlises da expressdo de cry2 em cabecas de fémeas de Ae. aegypti, que foram
mantidas em escuro constante e com ciclos de temperatura, também apresentaram
variacdo na expressao diurna, resultando em uma mudanca de fase do primeiro pico

de expresséo (Rivas et al., 2018).

Nos resultados de atividade locomotora/voo, os machos expostos a fémeas
confinadas também apresentaram uma menor amplitude do primeiro pico (E1) em

relacdo ao segundo pico (E2) ao anoitecer (Figura 1.6 - Araripe et al., 2018). E
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prematura a associagdo da diferenca observada na expresséo diurna de cry2 em
machos expostos a fémeas com a mudanca comportamental observada nos
experimentos de atividade locomotora/voo. No entanto, Rivas e colaboradores (2018),
discutem que o primeiro pico de expressao de cry2, que ocorre em Ae. aegypti e esta
ausente em Culex quinquefasciatus, pode ter uma funcado semelhante a expressao de
cryl em relacdo ao isolamento reprodutivo de duas espécies irmds de moscas
tefritideos (An et al., 2004; Rivas et al., 2018). No trabalho de An e colaboradores
(2004), os autores analisaram a expressao de cryl em uma espécie de mosca de fruta
com habito de acasalamento diurno e uma espécie com habito noturno. Como
resultado, encontraram uma maior expressao diurna de cryl na espécie com habito
diurno, em cérebro e em antenas de machos, em comparacdo com a espécie com
héabito noturno. Além disso, o mesmo resultado foi observado em hibridos
selecionados com habito diurno e noturno (An et al., 2004).

Em um outro trabalho, a expressédo de cryl e cry2 foi investigada em uma
espécie de mariposa (Spodoptera litura) que possui maior atividade noturna (Xu et al.,
2019). Os autores analisaram a expressédo dos genes em amostras de cabecas de
fémeas e machos que foram coletados virgens e apés a cépula. Na maioria dos casos,
foi encontrado que a expressao de cryl e cry2 diminuiu significativamente em machos
e fémeas 24 horas apo6s a copula, na escotofase. Além disso, a expressao desses
genes aumentou significativamente 36 horas ap0s a coépula, na fotofase. Tais
resultados sugerem uma associacéo da variagao na expressao génica de cryl e cry2
com a reproducao, nessa espécie. Em nossos objetivos, ndo incluimos a avaliacédo de
cryl porque foi visto por Gentile e colaboradores (2009) que cryl ndo apresenta uma
variacao ritmica em relacdo a expressdo de mRNA, em fémeas de Ae. aegypti. O
investimento em um estudo funcional para o gene cry2, com observacéo dos efeitos
sobre a interag¢do social ou o reconhecimento de fémeas, poderia ajudar a elucidar se
existe uma associacao entre a alteracdo comportamental e a variacdo na expressao

de cry2.
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5.2 Expresséo dos genes Orco e fruitless

A capacidade olfativa desempenha um importante papel no comportamento
reprodutivo dos insetos. No entanto, embora o olfato seja importante para o
comportamento de corte de D. melanogaster (revisado em Yamada & McGraw, 2010),
em mosquitos acredita-se que o reconhecimento aconteca majoritariamente através
da percepcdo dos sons de batimentos das asas, ja que a atuacdo de feromdénios
volateis durante a corte, até o presente momento, ndo foi elucidada nesse organismo
(Gibson et al, 2010). Dessa forma, os estudos envolvendo a expressao de genes
relacionados com a capacidade olfativa, em mosquitos, tém se concentrado mais em
relacdo a outros comportamentos como por exemplo a busca por hospedeiros. No
modelo proposto para mosquitos, as moléculas de odor penetram através de poros
localizados nos apéndices olfativos, e as proteinas ligadoras de odor (OBPs) atuam
se lingando e carregando essas moléculas até os receptores olfativos funcionais (Suh
et al., 2014).

Através da técnica de microarranjo, utilizando amostras de mosquitos
Anopheles gambiae submetidos a regime LD12:12, Rund e colaboradores (2011),
identificaram variacdes ritmicas na expressao de alguns genes relacionados ao olfato.
Dentre esses genes, foram identificados em cabecas, genes que codificam para OBPs
e 0 gene que codifica para o co-receptor olfativo Orco. Em relagéo aos genes de OBPs
que apresentaram expressao ritmica, foram observados picos de expressao trés horas
antes do anoitecer e no final do entardecer/inicio da noite. Como mosquitos dessa
espécie apresentam maior atividade noturna, os autores discutiram que esses picos
de expressdo de OBPs podem estar relacionados a uma possivel preparacdo do
sistema olfativo para um aumento na percepcao de moléculas de odor durante a noite.
Em relacdo a Orco, que codifica o co-receptor necessario na formacao de receptores
olfativos funcionais, foi observado um perfil de expressao ritmico com o pico préximo

ao final da fase clara.

Em outro estudo, o mesmo grupo (Rund et al., 2013b) utilizando o organismo
Anopheles gambiae, demonstraram por andlise protebmica quantitativa, que as
proteinas OBPs apresentam expressao ritmica, com picos de expressao geralmente
no ZT 16 (LD12:12). Os autores também avaliaram a sensibilidade olfativa das
antenas, ao longo de 24 horas, em resposta a odorantes que sdo emitidos por

hospedeiros, e observaram maior sensibilidade também no ZT 16. Ao mesmo tempo,
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nao foi observada alteragéo na sensibilidade olfativa em resposta a um odorante que
nao necessita da atuacdo de OBPs para ser detectado. Além disso, também foi
observado que esses picos coincidem com o intervalo de tempo de maior atividade de
alimentacdo sanguinea (ZT 12 - ZT 16). Portanto, esses resultados sugerem a
importancia dos ritmos na expressédo de OBPs para a sensibilidade olfativa e para os

comportamentos de busca de alimentos e busca de hospedeiros (Rund et al., 2013b).

Neste estudo, investigamos pela primeira vez a expressdao de mRNA do co-
receptor Orco, em resposta a presenca de fémeas. Partimos do pressuposto que se a
presenca de fémeas pode estar alterando o comportamento locomotor dos machos, a
percepcdo de fémeas pelos machos, através das antenas, pode estar associada a
alteracdes em niveis de expressdo de genes de receptores olfativos. Além disso,
como o co-receptor Orco é necessario para o funcionamento dos receptores olfativos,
esperdvamos que sua expressao pudesse sofrer variagdes ritmicas, coincidentes com

o intervalo de tempo de maior atividade dos machos expostos a fémeas.

Embora o estudo citado anteriormente tenha apresentado uma expressao
ritmica do gene Orco em cabecas de Anopheles gambiae, em nossos resultados a
expressdo de Orco ndo apresentou ritmicidade em cabecas e antenas, em nenhuma
das condicdes analisadas (Figura 4.10 e 4.11). No entanto, em um outro estudo de
Rund e colaboradores (2013%), usando a técnica de microarranjo para estudar a
expressdo de um conjunto extenso de genes, a expressao de Orco foi descrita como
ritmica em cabecas de mosquitos Ae. aegypti, mas foi aceita uma significancia igual a

0.06. Por fim, como estudos anteriores apontaram uma ritmicidade fraca na expresséo

de Orco (Rund et al., 2013b), € possivel que esse gene seja pouco expresso em
cabecas e antenas quando esses tecidos sdo estudados separadamente, ou ainda

que ndo seja regulado por nenhum fator ritmico.

Em relacdo ao gene fruitless, devido a sua importancia como regulador do
comportamento de corte em D. melanogaster e a ter tido um homélogo descrito em
Ae. aegypti, acreditamos que seria um bom candidato para estudar a variacdo de
expressao relacionada a presenca de fémeas. Em D. melanogaster, estudos utilizando
linhagens mutantes para fruitless demonstraram sua influéncia em quase todas as
etapas do comportamento de corte (Ryner et al.,, 1996; Demir & Dickson, 2005;
revisado em Yamada & McGraw, 2010). A presenca de FRU em alguns neurdnios em

machos de D. melanogaster também indica que essa proteina tenha uma funcéo de
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regulacdo via sistema nervoso central, da mesma maneira que a atuacdo dos
principais genes do reldgio circadiano. Em mosquitos, até o presente momento, ainda
nao foram conduzidos estudos que tenham demonstrado o efeito de FRU sobre o
comportamento de corte. No entanto, em Salvemini et al. (2013), foi demonstrado que
o gene homdlogo de fruittess em Ae. aegypti apresenta similaridades em sua
organizacdo em comparacao a D. melanogaster, sugerindo que sua funcéo pode ser

semelhante nessa espécie.

Neste trabalho ndo encontramos variacao significativa na expressao de fruitless
(Figuras 4.12 e 4.13) que pudesse ser associada a variacdo de pico de atividade
locomotora/voo quando fémeas estdo presentes. E possivel que fruitless tenha
expressao constitutiva em Ae. aegypti e ndo tenha interacdo regulatéria com genes
ritmicos do relégio circadiano. Ou ainda é possivel que a presenca de fémeas nos
tubos de confinamento ao longo de véarios dias, tenha anulado um possivel efeito
resposta de fruitless sobre o reconhecimento de fémeas. Por ultimo, fruitless pode ndo
estar envolvido na via de regulagéo que leva a uma alteracdo no comportamento dos
machos em reconhecimento a presenca de fémeas. Um estudo funcional envolvendo
fruitless e as etapas de corte poderia ajudar a elucidar o papel desse gene no

comportamento de corte em mosquitos.
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CONCLUSOES

Nesse estudo, foram analisados pela primeira vez os perfis de expressao, em
diferentes tecidos de machos de Ae. aegypti, de alguns dos principais genes
do relogio circadiano (period, cycle e cryptochrome 2), do co-receptor olfativo
Orco e do gene fruitless, em diferentes condi¢cdes envolvendo a presenca de
fémeas. As principais conclusdes desse estudo sédo destacadas abaixo.

Os genes period, cycle e cryptochrome 2, apresentaram perfis de expresséao
gue sugerem ritmicidade, em regime LD12:12 nas amostras de cabecas,

antenas e pontas de abdémen de machos de Ae. aegypti.

A expressao do gene period apresentou um perfil conservado entre todos 0s
tecidos e condi¢cbes, com um pico de expressdo em torno do ZT 17 e um vale
no ZT 5.

Os perfis de expressao do gene cycle mostram que o vale é muito mais bem
definido entre condi¢Bes (ZT 13) do que o pico, que varia entre os ZTs 1 e 5.
Os resultados indicam que a percepcao da presenca de fémeas néo altera a

expressado de cycle nos tecidos dos machos.

O gene cryptochrome 2 apresentou diferencas entre as condi¢cdes machos
sozinhos e machos com fémeas. Em todos os tecidos a diferenca entre a
amplitude da expressao de cry2 no inicio da fase clara e o pico na fase escura
foi maior em machos com fémeas do que em machos sozinhos, indicando que
a interacdo social implica em um efeito sobre a expressao desse gene. A
ablacdo de antenas ndao modificou a expressdo de cry2 em nenhum dos
tecidos, e a percepcao de fémeas pelos machos sem antenas deve ocorre por
outros sentidos que nao a audicao e o olfato, como por exemplo a visdo e o

tato.

N&o foi observada ritmicidade na expressao dos genes Orco e fruitless, na
maioria das condi¢cbes analisadas. Além disso, ndo foi observado nenhum

efeito da interagéo social sobre os perfis de expresséo desses genes.
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