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Consideracg®es Iniciais.

Desde que a vida surgiu na Terra, 0os seres vivos, dos mais
simples até os mais complexos, convivem com processos ritmicos no
ambiente em que vivem. O reldgio circadiano € um marcapasso
endogeno responsavel por coordenar oscilagdes ritmicas na fisiologia e
comportamento destes organismos dentro de um periodo de cerca de 24
horas. Em insetos, as bases moleculares do reldgio circadiano tém sido
bastante estudadas na espécie modelo Drosophila melanogaster. No
entanto, embora ja seja conhecida a importancia dos ritmos diarios de
atividade de insetos hematdfagos na dindmica de transmissdo de
doencas, pouco se sabe a respeito do funcionamento do marcapasso
molecular que controla estes ritmos nestes vetores. Neste capitulo,
serdo abordados aspectos moleculares e comportamentais dos ritmos
biologicos em mosquitos e flebotomineos, insetos vetores que
pertencem a Ordem Diptera.

Glossario

Periodo — duracao de um ciclo.

Fase — Determinado momento de um ciclo. Pode se referir a uma
metade de ciclo, como a fase clara e a fase escura em um ciclo de
claro/escuro ou a um momento pontual, como por exemplo, o valor
maximo de uma variavel.

Fotofase — fase clara (ou do dia) de um ciclo de claro/escuro.

Escotofase — fase escura (ou da noite) de um ciclo de claro/escuro.
Termofase — fase quente de um ciclo de quente/frio.

Criofase — fase fria de um ciclo de quentef/frio.

LD 12:12 — representacédo de um ciclo de claro/escuro (do inglés “light” e
“dark™), com 12 horas de cada fase.

TC 12:12 - representacdo de um ciclo de quente/frio (do inglés “thermo”
e “cold”), com 12 horas de cada fase.

Zeitgeber - sincronizador ambiental. Os Zeitgebers mais citados neste
capitulo seréo a luz e a temperatura.

Amplitude — valor da diferenca entre os pontos maximo e minimo da
curva de um ritmo biolégico.

Histérico da Cronobiologia e Conceitos sobre Reldgios Bioldgicos.

Sempre gue pensamos em algum evento biolégico, fazemos as
perguntas “O qué?”, “Para qué?” e “Como?”, mas raramente nos
perguntamos quando tal evento ocorre. A importancia do tempo nos
processos bioldgicos € evidente, uma vez que desde que a vida surgiu
na Terra as espécies sdo submetidas a ciclos diarios causados pelos
movimentos de rotacdo e ciclos sazonais causados pelos movimentos
de translacdo. No entanto, o estudo mais aprofundado desses eventos
ritmicos € relativamente recente. Em 1969, Franz Halberg definiu a
Cronobiologia como o “estudo sistematico das caracteristicas temporais
da matéria viva, em todos os seus niveis de organizagao” (Halberg, 1969
apud Marques et al, 2003). Isso inclui o estudo dos ritmos biologicos.

Ritmos biolégicos sdo processos nhaturais que variam
periodicamente no tempo. De acordo com o tamanho do periodo, os



ritmos biolégicos podem se dividir em: i) ciclos ultradianos, que sao
aqueles com duracdo muito menor que 24 horas, como as frequéncias
cardiaca e respiratéria; ii) ciclos circadianos, cuja duracdo € proxima a
24 horas, como a atividade de sono e vigilia e iii) ciclos infradianos, que
duram bem mais que 24 horas, como, por exemplo, os ciclos de
hibernac&o, menstrual e lunar. Neste capitulo, focaremos principalmente
0s ritmos circadianos.

Os primeiros relatos da existéncia de ritmos biolégicos circadianos
datam do ano de 325 a. C. por Androstenes de Thasos, acompanhante
de Alexandre, o Grande, que descreveu o movimento periddico diario
foliar da espécie Tamarindus indicus, o tamarindo. A observacdo do
movimento foliar foi novamente relatada por volta do ano de 1729, pelo
astronomo francés Jean Jacques de Mairan que descreve o0sS
movimentos foliares em plantas (Mimosa pudica) mantidas em lugares
isolados de ciclos ambientais de claro e escuro que, mesmo assim,
continuavam a movimentar suas folhas. Nesse momento, era
demonstrado o carater endogeno do ritmo. Em 1853, o pesquisador
Auguste de Candolle repetiu os ensaios feitos por de Mairan e observou
gue o movimento das folhas acontecia cerca de 1 hora mais cedo a cada
dia quando a planta era mantida em condi¢cdes constantes (isto é, sem
informacgdes do ambiente). Esses ensaios mostravam que, na natureza,
o ritmo de claro/escuro aparentemente forcava um periodo de 24 horas
exatas, mas que, em condi¢coes ambientais constantes, ou seja, em livre-
curso, o periodo variava em torno de 24 horas, caracterizando o ritmo
circadiano (apud Moore-Ede et al, 1982). Desde entdo, muitos outros
ensaios foram realizados mostrando o carater endégeno desses ritmos.
Contudo, a confirmagdo de que esse reldgio circadiano estava sob
controle genético s6 foi demonstrada em 1953, quando o pesquisador
Erwin Blnning realizou cruzamentos de plantas do feijdo que
apresentavam periodos diferentes para os movimentos foliares e a sua
prole apresentou um periodo intermediario da geracdo parental
(Marques et al, 2003).

Propriedades Gerais dos Ritmos Circadianos.

i) A persisténcia em livre-curso - Os ritmos circadianos continuam a se
expressar mesmo quando isolados de indicadores ambientais,
apresentando um periodo em livre curso tau (1), que € préximo a 24
horas. O valor de T é espécie-especifico, mas pode apresentar variacfes
intraespecificas e intraindividuais (Daan & Pittendrigh, 1976).
Modificagbes no 71 também podem ser notadas ao longo do
desenvolvimento de uma espécie. O T pode ainda sofrer uma modulacao
em sua amplitude, caracterizando ritmos “fortes” (com grande amplitude)
ou ritmos “fracos” (com baixa amplitude) (Marques e Menna-Barreto,
2003).

i) A sincronizag&do com ritmos ambientais - Embora os ritmos persistam
em livre curso, eles podem ser sincronizados ou arrastados por
indicadores ambientais. Estes indicadores ambientais foram chamados
de Zeitgebers (do alem&o: “doador de tempo”) por Jurgen Aschoff
(Aschoff, 1951 e 1954) e sua principal funcdo é ajustar o ritmo em livre-
curso, gerado pelo oscilador interno, a um ou mais fatores ambientais.
Os Zeitgebers podem ser fatores abibticos (por exemplo, luz e
temperatura — 0os mais estudados até entédo) ou biéticos (disponibilidade



de alimento e organizagdo social, como principais exemplos) e um ou
mais Zeitgebers podem arrastar o ritmo de uma espécie, de acordo com
uma hierarquia (Margues e Menna-Barreto, 2003).

iii) Compensacdo térmica - Apesar da maioria dos processos
bioguimicos variarem com a temperatura, o periodo enddégeno do relégio
circadiano em livre-curso (1) apresenta variagbes muito pequenas
gquando é estudado em diferentes temperaturas, dentro de uma faixa
permissiva para cada espécie. Esse mecanismo de compensacao
térmica do relégio circadiano é muito importante, pois permite que este
continue medindo corretamente a passagem do tempo em diferentes
temperaturas, como, por exemplo, nas diferentes estagdes do ano
(Margues e Menna-Barreto, 2003).

O relodgio circadiano na espécie modelo Drosophila melanogaster.
- O controle molecular do relégio

Apesar das evidéncias da existéncia de um componente genético

no ritmo circadiano terem surgido desde a década de 50, foi somente em
1971 que Ronald Konopka e Seymour Benzer descreveram o0 primeiro
gene envolvido no ritmo circadiano, period (per). Dessa data até hoje,
diversos outros genes envolvidos no relégio circadiano de Drosophila
melanogaster foram descritos e caracterizados molecularmente,
mostrando que o relégio central desse inseto é controlado por diversos
genes interligados em alcas regulatérias de retroalimentacdo negativa
(revisado em Boothroyd & Young, 2008; Hardin 2011; Zhang & Kay,
2011).
Na primeira al¢a de regulacéo, os fatores de transcricdo CLOCK (CLK) E
CYCLE (CYC) se ligam na regiao E-box (CACGTG) dos genes per e
timeless (tim) e ativam sua transcricdo durante a fase diurna. Ao mesmo
tempo em que a proteina PERIOD (PER) € produzida no citoplasma, ela
é fosforilada por uma quinase chamada DOUBLETIME (DBT), o que
induz a sua degradacdo. Simultaneamente, a proteina TIM é fosforilada
por SHAGGY (SGG), outra quinase. Entretanto, quando PER e TIM
conseguem acumular em niveis mais altos no citoplasma, o
heterodimero PER/TIM € formado, o que provoca a estabilizacdo de
PER e evita sua degradacdo. Durante a fase noturna, PER e TIM sao
translocados para o nucleo, inibindo a atividade de CLK e CYC, o que
consequentemente inibe a transcricdo dos genes per e tim. Ao
amanhecer, o heterodimero PER/TIM se desfaz, reiniciando o processo
(Stanewsky, 2003; Hardin, 2005, 2011; Doherty & Kay, 2011). Isso
acontece por causa da proteina CRYPTOCHROME (CRY). CRY é uma
fotoliase que é ativada pela luz, modificando sua conformacé&o. Apos sua
ativacdo, ela é capaz de recrutar as proteinas JETLAG (JET) e o
complexo SCF, se ligar a TIM e marcad-la para degradacdo via
proteassomo (Stanewsky et al, 1998; Peschel et al, 2009).

A segunda alca de regulacéo é formada pelos genes vrille (vri) e
Par-domain-protein-1¢ (Pdple), que atuam como repressor e ativador
transcricional de CIk, respectivamente. A ativagcdo e repressdo em
horarios diferentes causam a expressao ciclica de Clk. As duas al¢as se
completam e controlam a expressdo global das centenas de genes
regulados pelo relogio circadiano (Keegan et al, 2007; Doherty & Kay,
2011). Vale ressaltar que a expressao de cyc é constitutiva ao longo de



todo o periodo (Rutila et al, 1998). Um aspecto interessante da
regulacdo do relégio sdo as alteracbes pos-traducionais na proteina
CLK. O gene Clk é expresso de forma ritmica, mas sua proteina nao
apresenta variacao ciclica na sua abundancia (Houl et al, 2006; Yu et al,
2006). Todavia, a fosforilagdo de CLK ocorre de maneira circadiana,
uma vez que CLK esta hiperfosforilado, entre o final da noite e o inicio
da manhd (Yu et al, 2006), justamente nos momentos de maxima
represséo da transcrigdo de per e tim, o que sugere que CLK seria mais
ativo quando hipofosforilado (Kim et al, 2006; Yu et al, 2006).
Uma terceira alga regulatéria inclui o gene clockwork-orange (cwo), que
parece atuar como repressor transcricional. Esse gene € expresso
ritmicamente e € ativado pelo homodimero CLK-CYC pela regido E-box
de seu promotor e atua como repressor de per e tim. Essa alca de
retroalimentacdo negativa seria importante para uma alta amplitude da
oscilacdo circadiana (Hardin 2011). Os processos descritos acima
podem ser observados de forma esquematica na Figura 1.

Podemos dizer, portanto, que a ritmicidade na expressao génica e
nas proteinas gerada pelo relégio mantém sua préopria oscilacdo e
controlam outros genes abaixo em diferentes vias de sinalizagao
(Keegan et al, 2007; Doherty & Kay, 2011).
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Figura 1: Modelo do relégio circadiano em Drosophila.
Representacdo esquematica das trés alcas de retroalimentacdo negativa
regulatorias, que interligadas, controlam o reloégio circadiano de
Drosophila melanogaster. A primeira alga regulatéria envolve a
repressdo da transcricdo dos genes per e tim pelo heterodimero CLK-
CYC. A segunda al¢a esta relacionada a regulacéo da transcricdo de Clk
pelas proteinas PDP1(épsilon-ativador) e VRI (repressor) e a terceira
alca € composta por CWO, que reprime a transcricdo de genes do
relégio através da ligagdo aos dominios E-box dos promotores destes
genes. Autoria da Figura: Rafaela Vieira Bruno, baseado em Hardin,
2011.




- A organizacéo celular do relogio em Drosophila.

A organizacao celular do reldgio tem sido bastante estudada néo
s6 em D. melanogaster como em outros dipteros e insetos de outras
ordens, através de anticorpos homaologos e heterdlogos, sondas de RNA
mensageiro anti-senso e genes reporteres dirigidos por promotores de
genes do reldgio (Helfrich-Forster, 2004). Em Drosophila, a informacéo
fotica é percebida através de fotorreceptores presentes nos olhos
compostos e nos ocelos, passam pela medula acessoria e chega até as
células osciladoras ou de marcapasso. Além disso, a luz atravessa a
cuticula da Drosophila e atua também diretamente em CRY nas células
gue expressam este fotorreceptor.

Uma vez que os neurdnios osciladores interpretam os sinais foticos sao
geradas respostas, geralmente atravées de ritmos de atividade
locomotora, reproducdo, alimentacdo, dentre outros. Os ritmos de
atividade locomotora de moscas selvagens, em condicbes de
claro/escuro, apresentam um padrao bimodal de atividade, com um pico
de atividade na transicao claro-escuro (pico da manha) e outro pico de
atividade na transicdo escuro-claro (pico da noite). Existe uma diferenca
no padrdo de atividade entre machos e fémeas, relacionada ao pico de
atividade da manha, que ocorre mais cedo nos machos. Em condi¢cGes
constantes, moscas selvagens passam a apresentar um Unico pico de
atividade, caracterizando uma atividade unimodal (Helfrich-Forster,
2000).

Existem cerca de 150 células osciladoras no cérebro, que sdo aquelas
gue expressam genes de relogio (Figura 2). Elas se dividem em sete
grupos: trés se localizam entre o lobo 6ptico e o protocérebro, sendo
chamadas de neurdnios laterais (LNs). Os neurdnios laterais ventrais se
subdividem de acordo com o tamanho de seu corpo celular, sendo,
portanto, chamados de neurdnios laterais grandes (I-LNVs) e pequenos
(s-LNVs). O terceiro grupo de neurbnios se localiza mais préximo a
regido dorsal do cérebro, sendo chamados de neurdnios laterais dorsais
(LNd). Ha ainda trés grupos de neurbnios na regido mais dorsal do
cérebro, sendo chamados de neurénios dorsais 1, 2 e 3 (DN1, DN2 e
DN3). O sétimo grupo localiza-se no lado posterior lateral do cérebro e,
por isso, sdo chamados de neurdnios posteriores laterais (LPNs) (Shafer
et al, 2006). Acredita-se que o0s neurbnios laterais ventrais pequenos
sejam responsaveis pelo pico diurno de atividade locomotora e uma
parte da atividade noturna, engquanto o0s neurbnios laterais dorsais
regulam o pico noturno de atividade locomotora (Grima et al, 2004;
Stoleru et al, 2004; Rieger et al, 2006). Em 2008, Shang e colaboradores
descreveram que 0s neurbnios laterais ventrais grandes estédo
envolvidos no despertar induzido por luz e na mudanca de fase durante
a noite (Shang et al, 2008). Por sua vez, os neurdnios dorsais estdo
relacionados a atividade locomotora e ao arrastamento em ciclos de
temperatura (Murad et al, 2007; Picot et al, 2009). Esses neurfnios se
comunicam através de neurotransmissores especificos, que possuem
liberacdo ritmica no botdo sinaptico de seus neurdnios produtores.
Alguns dos neurotransmissores mais conhecidos atuando no reldgio
circadiano sd&o o PIGMENT DISPERSING FACTOR (PDF),
neuropeptideo que conecta as células osciladoras as areas de controle
motor no cerebro (Reischig & Stengel, 2003), o glutamato, que modula
sinais dos trés grupos de neurdnios dorsais (Hamasaka et al, 2007) e a



dopamina, que atua através de CRY controlando a resposta na transicao
entre claro e escuro (Kumar et al, 2012).

- A temperatura como Zeitgeber.

Embora muito ja se saiba como a luz influencia a sincronizacéo
dos ritmos circadianos, pouco se sabe sobre o papel da temperatura
nesse processo. Ao contrario da sincronizacdo pela luz, em que
fotorreceptores presentes nos olhos s8o responsaveis pela
sincronizacdo dos ritmos, na sincronizacdo por temperatura sao 0s
termorreceptores presentes nos diferentes tecidos do organismo que
percebem os estimulos térmicos. Além disso, a sincronizacdo de 6rgaos
periféricos € um processo

tecido-autbnomo, ou seja, os diferentes tecidos s&do sincronizados
independentemente (Glaser & Stanewsky, 2005; Sehadova et al, 2009).

Figura 2: Organizacéo Celular do Reldgio Circadiano em Drosophila
melanogaster. Diagrama representando 0s principais grupos neuronais
gue formam o marcapasso circadiano. Trés grupos (DN1, DN2, e DN3)
estdo localizados na regido dorsal e os quatro restantes (LND, I-LNV, s-
LNV e LPN) séo localizados lateralmente. Os grupos s-LNV e [-LNV
expressam o neuropeptideo PDF. Além disso, o grupo dos |-LNvs tem
sua projecdo no lobo o6ptico (LO), que se comunicam atraves do trato
optico posterior. Ao contrario, o grupo dos s-LNvs tem suas projecoes
axonais para a regidao do protocéerebro dorsomedial. Autoria da Figura:
Pablo Rodrigo Goncalves de Lemos, baseado em Tomioka &
Matsumoto, 2010 e Allada & Chang, 2011.



O padréo de atividade locomotora de moscas selvagens pode ser

arrastado por ciclos de temperatura com variacdo de apenas 3°C entre a
termofase e a criofase (Wheeler et al, 1993). Além disso, moscas
selvagens podem ser arrastadas por ciclos de temperatura na presenca
de luz constante (LL), uma situacdo que normalmente resultaria em
arritimicidade (Glaser & Stanewsky, 2005). Os ciclos de temperatura
também s&o capazes de sincronizar o ritmo em mutantes arritmicos para
os genes de relégio, tais como per®, CIK™, tim® e cyc’. No entanto,
esses mutantes, tal como em ciclos de luz, ndo apresentam antecipacao
ao acender e apagar das luzes, tampouco manutencao da ritmicidade
em condi¢des constantes (Yoshii et al, 2002).
Em nivel molecular, sabe-se que os niveis de PER e TIM oscilam em
ciclos de quente/frio e essas oscilagbes se mantém em condi¢cdes
constantes (Glaser & Stanewsky, 2005). Além disso, a oscilacdo dos
niveis dessas proteinas se mantém mesmo em claro constante, o que
indica que o ciclo de temperatura, de alguma forma, deve substituir a
degradacéao induzida pela luz da TIM por CRY.

Dois novos genes foram descritos como participantes do relogio
circadiano sincronizado por temperatura. O gene no-receptor-protein-A
(norpA) codifica a enzima fosfolipase C, que atua na cascata de
reconhecimento de estimulos féticos e promove o0 processamento do
RNA de per dependente de temperatura (Majercak et al, 1999, 2004;
Collins et al, 2004). O gene no-circadian-temperature-entrainment
(nocte) codifica uma

proteina rica em glutamina com funcdo desconhecida e muta¢cfes nesse
gene geram defeitos severos em estruturas receptoras chamadas
orgaos cordotonais (Sehadova et al, 2009). Além disso, mutantes para
0S genes nocte e norpA sao incapazes de sincronizar seus relégios por
temperatura, embora a sincronizagdo por ciclos de luz ocorra
normalmente. Um modelo proposto por Sehadova e colaboradores
sugere que neurbnios dos érgaos cordotonais enviem informacgdes sobre
a temperatura para neurdnios do relégio periférico na regido toracica ou
ainda para células sensiveis a temperatura presentes no proprio cérebro.
No entanto, mais estudos sdo ainda necessarios para a elucidacdo do
funcionamento do relégio sincronizado por temperatura (Sehadova et al,
2009).

Ritmos Biol6gicos em Insetos Vetores.

Ritmos diarios podem ser observados em uma ampla variedade
de insetos que, geralmente, restringem suas atividades a determinados
momentos do dia. Dessa forma, sob condi¢cdes naturais ou artificiais de
luz e temperatura, os insetos podem apresentar atividades diurnas,
noturnas ou crepusculares. As atividades diarias particulares de
locomocgéo, alimentacéo, cépula, oviposicao, eclosdo, entre outras, tém
importancia fundamental na caracterizagdo da biologia das espécies de
insetos e na dinamica de transmissdo de doencas, no caso de insetos
vetores (Saunders, 2002). Uma vez que os ritmos circadianos podem



determinar fatores cruciais para a dinamica das doencgas relacionadas a
esses vetores, 0 entendimento das bases moleculares que controlam o
relégio bioldgico dessas espécies € de fundamental importancia. No
entanto, poucos estudos foram realizados até o momento e esfor¢os
ainda sdo necessarios para a elucidacdo desses mecanismos. Abaixo
sdo descritos alguns dos estudos realizados com mosquitos e
flebotomineos, insetos vetores que pertencem a Ordem Diptera.

— Mosquitos

Os mosquitos pertencem a familia Culicidae e as fémeas da

grande maioria das espécies alimentam-se de sangue, ou seja, Séo
hematéfagas. Algumas espécies sdo vetores de importantes doencas
humanas, como Dengue e Malaria, fazendo com que esses insetos
tenham grande importancia epidemiologica. Os ritmos de atividade de
muitas espécies de mosquitos vetores ja foram estudados, tanto no
campo e no laboratério (revisdo em Clements 1999), mas poucos
estudos moleculares do relégio circadiano foram realizados até o
momento, principalmente em Aedes aegypti, principal vetor do virus
Dengue, Culex quinquefasciatus, vetor do parasita causador da filariose
bancroftiana, e Anopheles gambiae, principal vetor africano dos
parasitas causadores da malaria.
Aedes aegypti é considerada uma espécie de atividade diurna, sendo
essa atividade geralmente maior nos periodos de crepusculos, tanto
matutino quanto vespertino, e um padrdo semelhante é observado em
condi¢cBes controladas no laboratorio (e.g. Gentile et al, 2009) (Figura 3).
Em condicbes de escuro constante este mosquito apresenta periodo
enddgeno de aproximadamente 22,5 horas (Gentile et al, 2009).
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Figura 3: Ritmo de Atividade de Fémeas de Aedes aegypti em
Regimes de Claro Escuro e Escuro Constante. Padrao de atividade
locomotora de fémeas virgens de Ae. aegypti expostas a dois dias de LD
12:12 e trés dias de DD, a 25°C. Nota-se a presenca de um pico
matutino e outro noturno no regime de claro/escuro e a atividade ocorre
majoritariamente na fase de luz. Na transi¢do para o escuro constante, o
pico matutino € ausente e o pico noturno ocorre, a cada dia, mais cedo.
Desta forma, pode-se dizer que o periodo enddégeno de fémeas virgens
desta espécie € menor que 24 horas (aproximadamente 22 horas).
Linhas tracejadas representam o erro padréo de Ae. aegypti. Autoria da
Figura: Paulo Roberto de Amoretty e Tamara Nunes de Lima-Camara.



Muitos trabalhos abordaram os ritmos diarios de Ae. aegypti em
laboratdrio, comparando diferentes condi¢des ambientais ou fisiologicas.
Por exemplo, Taylor e Jones (1969), observando o padréo de atividade
de voo de fémeas de Ae. aegypti submetidas a diferentes fotoperiodos,
verificaram padréo diurno e bimodal, com baixa quantidade de individuos
ativos durante a fase escura. Em todos os fotoperiodos testados, houve
um pequeno pico no acender das luzes e um pico maior, crescente,
ocorrendo no final da fase clara. Essa variacdo na duracdo da
fotofase/escotofase sobre a atividade diaria de Ae. aegypti também teve
seu efeito estudado no ritmo de oviposicdo das fémeas dessa espécie
em condicdes de laboratério (Haddow & Gillett 1957; Gillett et al. 1959;
Gomes et al. 2006). Sob regime de LD 12:12 (Haddow & Gillett, 1957,
Gilett et al, 1959; Gomes et al, 2006), LD 08:16 e LD 16:08 (Gilett et al,
1959), as fémeas de Ae. aegypti apresentaram sempre 0 mesmo padrao
de atividade de oviposicao, diurna e unimodal, com pico ocorrendo
principalmente nas horas do crepusculo vespertino.

Taylor & Jones (1969) verificaram a atividade de voo de machos e
de fémeas de Ae. aegypti possivelmente inseminadas e n&o alimentadas
com sangue no laboratdrio. Foi observado em ambos 0s sexos um
pequeno pico logo apds o acender das luzes e um aumento gradual da
atividade de voo a partir do meio da fase clara. O pico principal

ocorreu 1-2 horas antes do apagar das luzes. A atividade descrita
durante a escotofase foi baixa. Além disso, 0 mesmo padrdao bimodal e
diurno na atividade de voo de fémeas virgens de Ae. aegypti foi
observado por Jones (1981), sob 12 horas de claro e 12 horas de
escuro.

Em Anopheles gambiae, estudos sobre o padréo de atividade de
voo em diferentes condi¢des fisiologicas também foram realizados. A
atividade de voo de fémeas virgens de Anopheles gambiae em
laboratério segue um padrdo bimodal em LD12:12. Nesse regime de luz,
0 primeiro pico ocorre pouco depois do apagar das luzes e ha uma fase
secundéria de atividade que atinge o seu maximo nas ultimas horas da
fase escura (Jones et al, 1966). No entanto, esse padrdo se modifica
guando as fémeas estdo inseminadas. A inseminacdo em An. gambiae
ocorre geralmente apenas uma vez e as fémeas apresentam uma
grande reducdo no primeiro pico e um aumento no segundo pico de
atividade. Essa mudanca poderia estar associada a busca pelo
hospedeiro (Jones & Gubbins, 1977; Clements, 1999).

Ensaios semelhantes também foram realizados com mosquitos do
complexo Culex pipiens, que mostraram que os padrdes de voo e
locomocéao séo noturnos e podem ser modificados pela inseminacao das
fémeas ou por diferentes odores do hospedeiro (Clements, 1999;
Savage et al, 2008; Lacey & Cardé, 2011).

Outra alteracdo fisiolégica que pode modificar o padrdo de
atividade de insetos vetores € a presenga de parasitas nesses
organismos. Por exemplo, ensaios realizados com infeccéo artificial
(intratoracica) com o virus Dengue, sorotipo 2, mostraram que tanto as
fémeas ndo infectadas quanto as infectadas de Ae. aegypti
apresentaram atividade locomotora diurna e bimodal, com picos no
acender e no apagar das luzes. Contudo, quando comparamos o padréo
da atividade locomotora das fémeas nas duas condi¢des, notamos que a
infec¢do pelo virus Dengue causou um aumento na atividade durante o
ciclo de 24 horas. Apesar do efeito da infec¢do ter sido mais notavel



durante a transicdo entre o final da fase clara e o comeco da fase
escura, podemos perceber também um aumento na atividade
locomotora durante as horas da fotofase e da escotofase nas fémeas de
Ae. aegypti infectadas, especialmente durante o pico observado durante
0 entardecer, ocorrendo mais especificamente no ZT 9 (Lima-Camara et
al, 2011). Vale ressaltar que nédo é possivel afirmar que esse fendmeno
se repetiria com a infecgdo com outros sorotipos, uma vez que ensaios
de infeccdo com sorotipos diferentes em testes com outros aspectos da
fisiologia das fémeas apresentaram resultados distintos de acordo com o
sorotipo infectado (Putnam & Scott, 1995; Platt et al, 1997).

Apesar da importancia epidemiolégica dos mosquitos vetores e do
conhecimento acerca dos ritmos circadianos que controlam diferentes
atividades destes insetos, muito pouco se sabe sobre o controle
molecular do relégio. Ensaios de transcriptoma de Ae. aegypti infectados
com o virus Dengue 2 (DENV-2) mostram que h& um aumento
significativo na expressao do gene Clk em fémeas infectadas, sugerindo
gue esta variacdo no nivel de expressédo pode ter influéncia na alteracéo
da atividade locomotora observada em fémeas infectadas (Xi et al, 2008;
Lima-Camara et al, 2011).
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Figura 4. Atividade Locomotora de Fémeas de Aedes aegypti
Infectadas com DENV-2. Atividade locomotora de fémeas de Ae.
aegypti infectadas com DENV-2 (linha vermelha) e ndo infectadas (linha
azul) sob LD 12:12, a 25°C. Pode-se notar 0 aumento da atividade das
fémeas infectadas, tanto na fotofase quanto na escotofase. Linhas
tracejadas da mesma cor da linha continua representam as barras de
erros. Autoria da Figura: Tamara Nunes de Lima-Camara.



Enquanto Ae. aegypti mostra-se mais ativo durante a fase clara
do dia, com pouca ou nenhuma atividade noturna, outros mosquitos séo
mais ativos durante a noite, como é o caso de alguns vetores do género
Culex (Clements 1999), como mencionado acima. Culex
guinquefasciatus é vetor do parasita Wuchereria bancrofti (Ahid et al.
2000). Em condi¢Bes de laboratério, fémeas dessa espécie tiveram a
atividade marcadamente restrita as horas da fase escura, quando
submetidas a ciclos de claro/escuro e o0 periodo dessa espécie,
calculada durante cinco dias de escuro constante, foi de
aproximadamente 24h (Gentile et al, 2009). Gentile e colaboradores
(2009) descreveram o padrdo de expressdo do RNA mensageiro dos
principais genes do relégio em Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus, tanto
da primeira quanto da segunda alca regulatoria. Apesar de Ae. aegypti
ser um mosquito diurno e Cx. quinquefasciatus ser um mosquito noturno,
pode-se observar, de maneira geral, um perfil de expressao semelhante
entre as duas espécies e ainda, alguns aspectos bastante semelhantes
ao que é visto em Drosophila: os genes per e tim tém seu pico de
expressdo na escotofase e em antifase com os picos dos genes Clk e
cyc, sendo que este Ultimo, ao contrario de Drosophila, apresenta
padrédo de expressao ciclico. Os genes vri e Pdpl apresentam seus
picos de expressdo em fases distintas, 0 que sugere uma competicao
entre os dois genes pelos mesmos sitios de regulacédo, tal como em
Drosophila.

Entretanto em mosquitos existem duas formas do gene
cryptocrome: uma semelhante ao fotoreceptor (cry-1) de Drosophila e
outra (cry-2) que é o ortélogo ao repressor transcricional encontrado em
vertebrados (Yuan et al 2007) e ausente na mosca de frutas. A
expressdo do gene cryl ndo parece oscilar tanto em Ae. aegypti como
em Cx. quinquefasciatus. No entanto, a expressao do gene cry2
apresentou uma diferenca marcante no padrdo de ciclagem entre as
duas espécies: em Culex, h4 somente um pico de expressao do gene,
na escotofase, enquanto em Aedes a expressao de cry2 apresenta um
padrao bimodal, ou seja, dois picos de expressao génica. Essa diferenca
sugere fortemente que a regulacdo desse gene seja diferente nas duas
espécies e gue isso esteja possivelmente relacionado com o padréo de
atividade locomotora — diurna X noturna — observado nestes dois tipos
de mosquitos (Gentile et al, 2009).

Ensaios de microarranjos de DNA também ja foram feitos para
investigar aspectos moleculares da regulacédo circadiana tanto em Ae.
aegypti como em An. gambiae. Das & Dimopoulos (2008) observaram
gue pulsos curtos de luz (cerca de 2 a 5 minutos) aplicados no ZT 19:30
(que corresponde a aproximadamente metade da escotofase) séo
capazes de inibir a alimentacdo sanguinea momentaneamente,
sugerindo um efeito de mascaramento. Porém, pulsos de luz mais
longos (cerca de 1 a 2 horas) aplicados no mesmo horario causam um
avancgo na fase da alimentacdo sanguinea, de maneira dependente do
relogio circadiano. Ensaios de microarranjos mostraram que este
mesmos pulsos de luz afetavam a expressdo de muitos genes, incluindo
diversos ortélogos de genes com regulacéo circadianos em Drosophila.
Além disso, eles mostraram gue o relégio também regula a propensao a
alimentacdo sanguinea uma vez que alguns genes do relégio, quando
silenciados pela técnica de RNA de interferéncia, promovem uma
mudanca deste comportamento em An. gambiae (Das & Dimopoulos
2008).



Também em Ae. aegypti, ensaios de microarranjos em cabecas
de fémeas adultas coletadas em intervalos regulares em ciclos de
claro/escuro (Ptitsyn et al, 2011) mostraram que transcritos relacionados
as mais diversas funcdes bioldgicas apresentavam expressao ciclica.
Finalmente, ensaios semelhantes em An. gambiae realizados em
fémeas adultas inseminadas e ndo alimentadas com sangue mostrou
que cerca de 15% dos transcritos estdo sobre controle do relogio
circadiano, como, por exemplo, genes relacionados ao metabolismo, a
detoxificagdo metabdlica e aos eventos de transcricdo e traducdo (Rund
et al, 2011).

— Flebotomineos

Os flebotomineos pertencem a familia Psychodidae e tém grande

importancia epidemiologica para o homem, pois as fémeas sao
hematofagas e muitas espécies sdo transmissoras dos protozoarios
flagelados do género Leishmania, causadores das leishmanioses.
Lutzomyia longipalpis € a principal espécie vetora do agente etioldgico
da leishmaniose visceral americana (Deane & Deane, 1962; Soares &
Turco, 2003; Lainson & Rangel, 2005). Em condi¢des naturais, L.
longipalpis concentra suas atividades principalmente durante as horas
de crepusculo e a noite (Deane & Deane, 1957; Sherlock & Guitton,
1969; Morrison et al, 1995; Feliciangeli et al, 2004).
Conforme citado anteriormente, a alimentacdo sanguinea em mosquitos
tem efeito na sua atividade locomotora. Sendo assim, Meirelles-Filho et
al (2006a) examinaram se efeito semelhante era observado em L.
longipalpis sob condicBes de laboratério. Os autores compararam a
atividade locomotora de fémeas de L. longipalpis ingurgitadas com
sangue e nédo ingurgitadas em condigbes de LD 12:12 e em escuro
constante. Em LD 12:12, foi observado que tanto os machos quanto as
fémeas ndo alimentadas e ingurgitadas com sangue apresentaram um
padrdo de atividade tipicamente crepuscular-noturno e essencialmente
unimodal, com o pico ocorrendo préximo a transicdo da fotofase e
escotofase. Em escuro constante, os machos de L. longipalpis
mantiveram a atividade locomotora ritmica, porém, com o pico do
crepusculo ocorrendo ligeiramente mais cedo, sugerindo um periodo
endogeno menor que 24h (~23h). A alimentagdo sanguinea reduziu
significativamente o pico da atividade das fémeas em aproximadamente
40% (Meirelles-Filho et al, 2006a).

No Brasil, diversos estudos indicam que L. longipalpis € um
complexo de espécies (revisbes em Bauzer et al., 2007; Maingon et al.,
2008). Em Sobral, Ceard, por exemplo, duas espécies simpatricas do
complexo L. longipalpis, diferem na composicdo dos feroménios dos
machos, nos padrées de sons de cOpula e em marcadores moleculares
(Bauzer et al., 2002; Maingon et al., 2003; Souza et al., 2004; Araki et
al., 2009). Nessa localidade, machos dessas duas espécies podem ser
separados também pelo nimero de manchas abdominais: Sobral 1S,
cujos machos apresentam um par de manchas claras apenas no 4°
tergito, e Sobral 2S, cujos machos apresentam um par adicional de
manchas claras no 3° tergito (Ward et al 1983). Machos e fémeas de
colonias de laboratorio destas duas espécies tiveram seu padréao de
atividade locomotora analisado. Foi observado que tanto os machos
guanto as fémeas de Sobral 2S iniciaram a atividade crepuscular
aproximadamente de 30 minutos a 1 hora mais cedo do que os machos



e fémeas de Sobral 1S e que essa diferenca foi estatisticamente
significativa (Rivas et al. 2008). Esses dados, portanto, mostram duas
espécies simpatricas do Complexo L. longipalpis no Brasil apresentando
diferencas em um aspecto do comportamento que pode ter um impacto
na capacidade vetorial.

O estudo da genética molecular do reldgio em L. longipalpis ainda
€ rudimentar, mas sugere algumas diferencas claras em relacdo a
Drosophila e mosquitos (Meireles-Filho et al, 2006a,b). Em
flebotomineos, os genes per e tim apresentem perfis de expresséo
similares entre moscas e mosquitos, mas o gene CIk apresenta um
padréo de expressao ritmica em antifase em compara¢cdo com o seu
ortélogo em Drosophila. Por fim, o gene cyc apresenta expressao ciclica
em L. longipalpis, tal como em mosquitos e diferentemente do que
ocorre em Drosophila (Meireles-Filho et al, 2006b).

O gene cyc também apresenta uma peculiaridade em relacéo a
Drosophila. A proteina CYC, tanto de flebotomineos quanto de
mosquitos, abelhas e mariposas, apresenta um dominio de transativacao
na porcdo C-terminal ausente em Drosophila (Rutila et al, 1998;
Meireles-Filho et al, 2006b, Rubin et al, 2006, Chang et al, 2003). E
possivel que, ao longo da evolugdo, CYC de Drosophila tenha perdido
esse dominio devido a presenca de outro dominio de ativagdo, rico em
glutamina (poli-Q), presente em CLK (Allada et al, 1998) Portanto,
enquanto em Drosophila o ativador transcricional € CLK, em
flebotomineos, este papel seria desempenhado por CYC como ocorre
em vertebrados e em alguns outros insetos (Takahata et al, 2000; Chang
et al, 2003; Markova et al, 2003; Meireles-Filho et al, 2006a; Rubin et al,
2006; Sandrelli et al 2008).

A relacao entre os genes de reldgio e ritmos de atividade em L.
longipalpis também pode ser vista em fémeas alimentadas com sangue.
Nestes ensaios, 0 padrdo de expressdo dos genes per e tim e a
amplitude do ritmo de locomoc¢édo diminuem em relacdo as fémeas nédo
alimentadas. Uma hipétese € que isso seja efeito da modificacdo do
nivel redox celular e isso que altere a expressédo dos genes de relégio
(Meireles-Filho et al, 2006a).

Consideragdes Finais.



Nesse capitulo pudemos observar que, apesar da importancia
epidemiologica de dipteros vetores, muito pouco ainda se sabe sobre o
controle molecular dos seus diferentes ritmos circadianos. No entanto,
0S ensaios de comportamento e 0s experimentos de biologia molecular
ja realizados mostram que, assim como em outros organismos, 0S ritmos
circadianos sdo fundamentais na biologia desses animais e tem
provavelmente um papel importante na dindmica de transmissao de
doencas relacionadas aos patégenos transmitidos por eles. O avanco
nos estudos das bases moleculares do marcapasso que controla estes
ritmos certamente contribuira tanto para um maior entendimento do
relégio circadiano nestes vetores, como também de que forma este afeta
aspectos da capacidade vetorial destes.
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