Revista da Biologia (2012) 9(3): 19-25
DOI: 10.7594/revbio.09.03.04

Genética molecular dos ritmos circadianos
em insetos vetores

Molecular genetics of circadian rhythms in insect vectors

Gustavo Bueno da Silva Rivas
Laboratdrio de Biologia Molecular de Insetos, FIOCRUZ-RJ

Contato do autor: gbsrivas@ioc.fiocruz.br
Recebido 18out10

Aceito 20mar12
Publicado 27dez12

Resumo. A maioria dos seres vivos apresenta um marcapasso endégeno conhecido como relégio circa-
diano, responsavel por gerar e coordenar oscilagdes ritmicas em sua fisiologia e comportamento com
um periodo de aproximadamente 24 horas. Em insetos, as bases moleculares deste mecanismo tém
sido elucidadas na espécie modelo Drosophila melanogaster. Em contrapartida, em insetos vetores
pouco se sabe a este respeito apesar da importancia dos seus ritmos diarios de atividade e hematofagia
para a dinamica de transmissdo de patégenos. Neste resumo, revisamos alguns dos trabalhos publica-
dos acerca da genética molecular dos ritmos circadianos em insetos vetores.

Palavras-chave. Reldgio circadiano; Insetos vetores; Genética molecular.

Abstract. The majority of living organisms present an endogenous pacemaker, known as the circadian
clock, responsible for driving rhythmic oscillations in their physiology and behaviour with a period of
approximately 24 hours. In insects, the genetic bases of this mechanism have been elucidated in the
model species Drosophila melanogaster. However, in insect vectors little is known about it despite the
importance of their daily rhythms of activity and blood-feeding for the dynamics of pathogen trans-
mission. We reviewed some of the published papers on the molecular genetics of circadian rhythms in

insect vectors.
Keywords. Circadian clock; Insect vectors; Molecular genetics.

Introducao

Desde que as primeiras formas de vida surgiram no plane-
ta, estas tém sido submetidas a ciclos didrios de luz e tem-
peratura, causados pelas rotagdes da Terra ao redor de seu
proprio eixo. Os mais diversos organismos desenvolveram
estratégias que permitiram sua adaptagdo as variagoes
ciclicas do ambiente, passando a apresentar oscilagdes
diarias em sua fisiologia e comportamento. Estes ritmos,
chamados de circadianos (lat. circa=cerca; diem=dia) por
apresentarem um periodo de aproximadamente 24 horas
em condigdes constantes, sdo gerados por um marcapasso
endoégeno de cardter independente. Diversos estudos, en-
volvendo a espécie modelo Drosophila melanogaste,r mos-
tram que seu reldgio circadiano é composto por diversos
genes que interligados formam alcas autorregulatdrias (re-
visado em Hardin, 2011).

Neste marcapasso, os fatores transcricionais codi-
ficados pelos genes Clock (Clk) e cycle (cyc) formam um
heterodimero que ativa as expressdes de period (per), ti-
meless (tim), vrille (vri) e PAR domain protein 1 (Pdpl)
pela ligacdo as regides E-box (CACGTG) em seus pro-
motores (Figural) (Darlington et al, 1998; Glossop et al,
2003; Cyran et al, 2003; Hardin, 2011). Em uma das algas
regulatdrias, as proteinas codificadas pelos genes per e tim

formam um dimero (PER/TIM) que dentro do nucleo in-
terage fisicamente com CLK/CYC, inibindo seu papel de
fator transcricional (Figura 1). Desta forma, per e tim con-
seguem regular de forma indireta sua propria transcrigdo
(Chang e Reppert, 2003; Yu et al, 2006).

Em outra alca regulatéria, dois outros genes, vri e
Pdp1, também sao ativados por CLK/CYC (Cyran et al,
2003). Suas proteinas, VRI e PDP1e (proteina resultante
de um dos transcritos alternativos de Pdpl) competem
entre si para se ligar em um sitio localizado na regido
promotora de Clk, sendo o primeiro, um repressor € o se-
gundo, um ativador desta transcri¢do (Figura 1) (Cyran
et al, 2003). Como o acimulo de VRI e PDP1¢ ocorre em
momentos diferentes (VRI no inicio da noite e PDP1 no
meio da noite), a cada 24 horas, isto acaba gerando um
controle ritmico tanto na repressio quanto na ativagio da
expressdo de Clk (Cyran et al, 2003).

Recentemente, uma terceira al¢a regulatoria foi postu-
lada, envolvendo o gene clockwork orange (cwo), que codifica
um repressor transcricional que atuaria modulando alguns
dos principais genes do relégio circadiano de Drosophila
(Matsumoto et al, 2007). Entretanto, o papel de cwo no relo-
gio ainda ndo estd muito bem definido, visto que alguns tra-
balhos obtiveram resultados diferentes (Kadener et al, 2007;
Lim et al, 2007; Matsumoto et al, 2007; Richier et al, 2008).
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Figura 1. Esquema das algas regulatorias do relégio circadiano
de Drosophila melanogaster. As sendides em cores representam
transcrigdo ritmica. As setas representam regulagdo positiva,
enquanto que as linhas com barras no final representam regu-
lagdo negativa. A descri¢do detalhada do esquema encontra-se
no texto.

O processo de autorregulacdo negativa ocorre de ma-
neira complexa, em diferentes etapas, conforme mostrado
na figura 2. No inicio do dia, o heterodimero CLK/CYC
encontra-se livre da repressio de PER/TIM (Figura 2A e
B) gragas a agdo indireta da luz intermediada por CRY.
Isto ocorre porque CRY é estimulada pela luz e sofre uma
mudanga conformacional que a torna ativa, acarretando a
fosforilagiao de TIM, que é marcada para degradacdo via
proteossoma (Figura 2B) (Stanewsky et al, 1998; Ceriani
et al, 1999). Ja PER ¢ fosforilada pela quinase DOUBLE-
TIME (DBT) e tal processo marca PER para uma via de
degradagdo (revisado em Hardin, 2011). Entretanto, no
inicio da noite, com CRY inativo, TIM comeg¢a a se acu-
mular no citoplasma (Figura2C). Neste momento, PER
torna-se estavel pela presenca de TIM e também gracas a
fosfatase PP2a (Protein phosphatase 2) (Sathyanarayanan
etal, 2004), que remove os fosfatos em PER anteriormente
adicionados por DBT (Figura 2C). Em seguida, por volta
da metade da noite, apos o acumulo de PER e TIM, es-
tas entram no nucleo (Figura 2D). Todavia, sua entrada
¢ regulada por mecanismos pos-traducionais. PER e TIM
sdo fosforiladas pelas quinases Caseina quinase 2 (CK2) e
SHAGGY (SGG), respectivamente (Figura 2D) (Martinek
et al, 2001; Lin et al, 2002; Akten et al, 2003). No final da
noite, ja dentro do nucleo, o heterodimero PER/TIM inte-
rage com CLK/CYC formando um complexo multiméri-
co que impede a continuidade das transcrigdes dos genes
controlados por CLK/CYC (Figura 2E). Este processo per-
siste até as primeiras horas do dia (ZT1-ZT3) (Figura 2E).

Uma vez que, em condi¢des constantes os genes de
relégio ndo oscilam com um periodo de exatamente 24
horas, a luz, diariamente, promove o “acerto” (arrasta-
mento) das fases de oscilagdo circadiana de expressao des-
tes genes, de acordo com o ciclo ambiental dia/noite. Isto
porque a luz é um fator associado a degradagio de TIM,
conforme descrito anteriormente, determinando, portan-
to, o tempo de ativagdo dos genes regulados por CLK/
CYC. Além disso, a agdo de quinases e fosfatases (Figura
2B/C/D) em PER e TIM promove nio somente a manu-
tengdo de um atraso entre as fases de suas proteinas, mas
também determina o tempo de sua entrada no nucleo (Fi-
gura 2D). Estes processos so cruciais, pois impedem uma

repressdo prematura de per e tim, que seria prejudicial no
estabelecimento do ritmo.

Outro fato curioso é o controle da atividade da pro-
teina CLK. Apesar de Clk ser expresso de forma ritmica
(Figural), sua proteina ndo apresenta varia¢do ciclica de
abundancia (Houl et al, 2006; Yu et al, 2006).

Como entdo este ativador transcricional, que ndo
oscila, é responsavel pela expressdo ritmica de per e tim,
por exemplo? A resposta para esta questao estd no fato de
que, apesar de nio oscilar, pode-se observar que CLK esta
hiperfosforilada, entre o final da noite e o inicio da ma-
nha (Yu etal, 2006), justamente nos momentos de maxima
repressdo da transcricdo de per e tim (Figura 2E), o que
sugere que CLK seria mais ativa quando hipofosforilada
(Kim e Edery, 2006; Yu et al, 2006).

De fato, o relégio circadiano nio é completamen-
te dependente de uma ritmicidade de seus transcritos e
proteinas. Alguns trabalhos discutem que alteragdes na
transcri¢do ritmica afetam relativamente pouco a funcio-
nalidade do reldgio de diversos organismos e que as modi-
ficagdes pds-traducionais do reldgio é que seriam cruciais
para o seu funcionamento (Lakin-Thomas, 2006; Zheng
e Sehgal, 2008). O cerne do relégio circadiano, como
discutido até aqui, gera padrdes ritmicos de expressdo e
atividade protéica sustentando ndo somente sua propria
oscilagdo, mas também influenciando centenas de genes
que controlam aspectos da fisiologia, metabolismo e com-
portamento (e.g. Keegan et al, 2007).

Genética dos ritmos circadianos em insetos ve-
tores

Assim como em outros organismos, os ritmos de ativida-
de e de alimentacéo apresentados por insetos vetores sio
controlados por um marcapasso enddgeno (revisado em
Clements, 1999; Saunders, 2002). Estes ritmos sao cruciais
na determinac¢io do tempo e do grau de contato com seus
hospedeiros e consequentemente sdo importantes para a
transmissdo de patogenos. Apesar disso, pouco ¢ sabido
a respeito das bases moleculares que controlam o relogio
circadiano de insetos hemato6fagos. Abaixo revisamos al-
guns dos trabalhos feitos, estudando a genética e biologia
molecular do relégio circadiano de trés grupos de vetores:
flebotomineos, mosquitos e triatomineos.

Flebotomineos

O flebotomineo Lutzomyia longipalpis s.1. (Diptera:
Psychodidae: Phlebotominae) ¢ o principal vetor da leish-
maniose visceral nas Américas. Esta espécie, na natureza,
¢ mais ativa no crepusculo vespertino e a noite (Morrison
et al, 1995; Feliciangeli et al, 2004). De fato, este padrio
também ¢é observado em condi¢des controladas artificial-
mente no laboratorio (Meireles-Filho et al, 2006a; Rivas
et al, 2008). O estudo da genética molecular do relogio
nesta espécie parece indicar algumas diferencgas em rela-
¢d0 ao modelo Drosophila (Meirelles-Filho et al, 2006a;
Meireles-Filho et al, 2006b). Embora os genes per e tim
apresentem perfis de expressdo similares nas duas espécies
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Figura 2. Modelo representativo do relégio circadiano dentro de
uma célula de D. melanogaster em diferentes momentos do ci-
clo (A-E). A descrigdo detalhada deste processo encontra-se no
texto. As sendides representam transcrigdo ritmica. As setas fi-
nas representam regula¢do positiva, enquanto que as linhas com
barras no final representam regulagao negativa. Setas largas, cur-
vas e pretas, via de degradagao. Setas largas, curvas e claras, in-
teragdo de PER com TIM. Setas largas, retas e claras entrada no
nucleo. P, sitios de fosfoliragdo. Raio, ativagdo de CRY pela luz.
PER e TIM, retangulos pontilhados, representam suas respecti-
vas proteinas degradadas. ZT (Zeitgeber Time: representagao do
ciclo ambiental medido em horas).

(Figura 3), o gene Clk de Lutzomyia apresenta um padrao
de expressdo ritmica em antifase ao de seu homologo em
Drosophila (Figura 3). Ja o gene cyc apresenta expressio
ciclica em L. longipalpis, enquanto que em Drosophila, a
expressdo deste gene é constitutiva (Figura 3) (Rutila et al,
1998; Meireles-Filho et al, 2006b).

Além disso, no caso de cyc, a diferencga entre estas
espécies ndo se limita apenas a expressao génica, ja que a
proteina codificada por este gene em flebotomineos, assim
como em muitos outros insetos, apresenta uma cauda de
ativagdo que esta ausente em Drosophila (Meireles-Filho
et al, 2006b; Sandrelli et al, 2008). Acredita-se que ao lon-
go da evolugdo, CYC de Drosophila tenha perdido esta
cauda devido a presenga na proteina CLK de outra cauda
(poli-Q) que exerce a mesma fungdo ativadora vista em
CYC (Allada et al, 1998).

Desta forma, enquanto que em Drosophila o ativa-
dor transcricional é CLK, em flebotomineos, este papel
seria possivelmente desempenhado por CYC como ocorre
em vertebrados e em outros insetos (Takahata et al, 2000;
Chang et al, 2003; Markova et al, 2003; Meireles-Filho et
al, 2006a; Rubin et al, 2006).
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Figura 3. Expressdo circadiana de quatro genes de relogio de
Drosophila melanogaster e Lutzomyia longipalpis em um regi-
me claro/escuro 12:12h. A drea em cinza representa a fase escu-
ra (noite) deste regime. A) Drosophila melanogaster (baseado
em Hardin et al., 1990; Sehgal et al., 1995; Bae et al., 1998; Ru-
tila et al., 1998. B) L. longipalpis (baseado em Meireles-Filho et
al., 2006a; Meireles-Filho et al., 2006b). Em cada espécie: cycle
(linha azul), period e timeless (linha preta) e Clock (linha ver-
melha). ZT (Zeitgeber Time: representagdo do ciclo ambiental
medido em horas).
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Outro aspecto do relogio circadiano de Lutzomyia
longipalpis que foi estudado é a influéncia da alimentagao
sanguinea. A hematofagia é capaz de reduzir os niveis de
atividade locomotora desta espécie (Meireles-Filho et al,
2006a), assim como ocorre em culicideos (Rowland, 1989;
revisado em Clements, 1999). A reducio da atividade
pode ser um reflexo do efeito da alimentagdo sanguinea
na regulacio do reldgio circadiano, pois dois genes de re-
légio, per e tim, apresentam niveis de expressao reduzidos
nestas condicoes (Meireles-Filho et al, 2006a).

Mosquitos

Os ritmos de atividade de mosquitos (Diptera: Culi-
cidae) ja foram extensamente estudados em laboratério
(revisado em Clements, 1999). Contudo os estudos mo-
leculares do relogio circadiano ainda sdo incipientes. Em
um dos primeiros estudos, Gentile et al. (2006) isolaram
o gene tim de Aedes aegypti, vetor dos virus da dengue e
febre amarela, e analisaram a sua expressao circadiana.

Em outro trabalho, o mesmo grupo realizou uma
andlise comparativa da expressdo circadiana em Aedes
aegypti e Culex quinquefasciatus, vetor da filariose e do
virus do oeste do Nilo, duas espécies com ritmos de ativi-
dade locomotora distintos. Ae. aegypti apresenta atividade
diurna, enquanto Cx. quinquefasciatus apresenta ativida-
de essencialmente noturna (Clements, 1999; Gentile et
al, 2009). A analise da expressao circadiana de sete genes
(CIk, cyc, per, tim, vri, Pdpl e cryl) envolvidos no cerne
do relogio de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus revelou
uma grande conservag¢io nos padrdes de expressdo desses
genes nas duas espécies. No entanto, o gene cry2 mostrou
perfis diferentes nas duas espécies, apresentando apenas
um pico de expressido em Cx. quinquefasciatus e um pa-
drdo bimodal em Ae. aegypti (Gentile et al, 2009). CRY2
é um repressor transcricional relacionado a criptocromos
de mamiferos, que é encontrado em diversos insetos, mas
que estd ausente em Drosophila (Yuan et al, 2007). Acre-
dita-se que esta diferenca seja possivelmente causada por
mecanismos distintos de regulacdo da expressio de cry2
nas duas espécies (Gentile et al, 2009). Os resultados su-
gerem também que cry2 possa ser um dos genes, direta
ou indiretamente, associados ao controle das diferencas
encontradas nos padrdes temporais da atividade nas duas
espécies de mosquitos (Gentile et al, 2009).

No mosquito Anopheles gambiae, vetor da maldaria,
Das e Dimopoulos (2008) aplicaram pulsos de luz no ini-
cio da escotofase e obtiveram mudangas no padrao de ali-
mentac¢do sanguinea, além de alteragdes no transcriptoma
desta espécie, entre eles, transcritos que sdo regulados
pela hematofagia. Os autores mostraram também que o
silenciamento de alguns genes de reldgio, pela técnica de
RNAi (RNA de interferéncia), promove uma mudanga da
atividade hematofagica deste mosquito (Das e Dimopou-
los, 2008). Mais recentemente, essa conexao entre meta-
bolismo, ritmos de alimentagéo e reldgio circadiano, foi
refor¢ada por dois outros trabalhos com microarranjos de
An. gambiae e Ae. aegypti (Ptitsyn et al, 2011; Rund et al,
2011). Nestes, observa-se pela primeira vez em mosqui-

tos, a expressdo ritmica de diversos genes importantes na
fisiologia, resposta imune e até mesmo resisténcia a pesti-
cidas (Ptitsyn et al, 2011; Rund et al, 2011).

Outro trabalho recente, em Ae. aegypti, mostrou um
aumento da atividade locomotora de fémeas infectadas
com o virus Dengue 2, o que sugere um papel do relo-
gio circadiano na dinidmica de transmissdo desta doenca
(Lima-Camara et al, 2011).

Triatomineos

Diversas espécies de triatomineos (Hemiptera: Re-
duviidae: Triatominae), conhecidas popularmente como
“barbeiros”, sdo transmissores do agente causador da
doenga de Chagas nas Américas. Uma das espécies mais
estudadas é o Rhodnius prolixus. O processo de muda des-
te inseto é induzido e controlado por hormoénios chama-
dos ecdisterdides, que apresentam um padréo ritmico de
acumulo na hemolinfa com um periodo de aproximada-
mente 24 horas, mesmo em condi¢des constantes (regi-
mes de escuro ou claro constante), indicando, portanto,
um controle pelo reldgio circadiano (Steel e Ampleford,
1984; Vafopoulou e Steel, 1991). As glandulas protoraci-
cas (PG) sintetizam os ecdisteroides (Vafopoulou e Steel,
1989) e estudos in vitro mostraram que estas apresentam
um ritmo circadiano de sintese destes hormonios em es-
curo constante e que este ritmo pode ser arrastado por ci-
clos de claro/escuro (Vafopoulou e Steel, 1998). Nas PG,
as proteinas de relégio PER e TIM apresentam um padrio
ciclico de acimulo citoplasmético e entrada no ntcleo,
mostrando que as glandulas protoracicas possuem um os-
cilador molecular que é importante para a sintese ritmica
de ecdisterdides (Terry e Steel, 2001).

Entretanto este oscilador molecular presente nas
glandulas protorécicas seria regulado pelo neuropeptideo
PTTH (hormoénio protoracicotrépico) de forma circa-
diana (Warren et al, 1988). Em Rhodnius, o PTTH é pro-
duzido ritmicamente e mesmo em condi¢des constantes
observa-se que este padrio persiste (Vafopoulou e Steel,
1996a; Vafopoulou e Steel, 1996b). No cérebro destes in-
setos, grupos de neurdnios laterais (LN), juntamente com
neurdnios dorsais (DN) sdo responsaveis pela liberacéo ci-
clica de PTTH (Vafopoulou e Steel, 1996b). Recentemen-
te foi demonstrado que estes neur6nios apresentam um
acumulo ritmico de PER e TIM (Vafopoulou et al, 2010).
Os neuronios laterais de Rhodnius seriam homologos ao
grupo de neurdnios laterais de Drosophila, considerados
componentes do oscilador central desta espécie modelo e
importantes para o controle de sua atividade locomotora
(Steel e Vafopoulou, 2002; Helfrich-Forster, 2004; Vafo-
poulou e Steel, 2005; Vafopoulou et al, 2010). Sendo as-
sim, especula-se que os LN de Rhodnius poderiam desem-
penhar papel semelhante ao das mesmas estruturas em
Drosophila (Steel e Vafopoulou, 2006). Desta forma, em
Rhodnius estes neurdnios além de modularem a ritmici-
dade locomotora desta espécie participariam também do
controle circadiano do sistema endécrino, funcionando
de maneira similar aos nicleos supraquiasmaticos (NSQs)
de mamiferos.
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Em insetos, além das glandulas protoracicas, diver-
sos outros osciladores periféricos, como glandulas saliva-
res, gonadas e tubos de Malpighi ja foram identificados
(revisado em Saunders, 2002). Entretanto, em triatomine-
0s, a caracterizagdo dos seus relogios moleculares ainda
encontra-se restrita as glandulas protoracicas. Apesar dis-
s0, a evidéncia de um sistema circadiano multi-oscilatério
sugere que os reldgios se organizem para assegurar a or-
dem temporal interna no organismo. Os relogios periféri-
cos poderiam acoplar-se e/ou se tornar sensiveis a sinais
de sincronizacéo interna gerada pelo reldgio central (Gie-
bultowicz 2001).

Como nestes insetos, diversas células, em varios
tecidos, sio alvos da acdo de ecdisterdides, sua liberagdo
circadiana propicia a sincronizagio destas células e, por
sua vez, a sincroniza¢do de mudancas ao longo do desen-
volvimento, de acordo com as variaveis do meio ambiente
(Steel e Vafopoulou, 2006).

Consideragoes Finais

O estudo da biologia e genética molecular do reldgio cir-
cadiano de insetos vetores ainda encontra-se em um es-
tagio inicial, contudo alguns dados importantes ja foram
obtidos como aqueles descritos acima. Estes estudos sdo
importantes ja que diversos trabalhos apontam diferencas
no relégio circadiano de diferentes grupos de insetos, in-
dicando que o que é sabido a respeito do modelo Droso-
phila nem sempre pode ser aplicado a outras espécies sem
uma analise prévia (revisado em Sandrelli et al, 2008).

O reldgio circadiano de insetos vetores ¢ fundamen-
tal em diversos aspectos do seu ciclo vital. Sendo assim, o
conhecimento das suas bases moleculares poderd permitir
futuramente o uso de ferramentas que levem a alteragoes
do seu funcionamento, que possivelmente influenciariam
sobremaneira sua capacidade vetorial, servindo assim
como uma nova estratégia de controle.
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