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Controle de vetores utilizando
mosquitos geneticamente
modificados

Control of vector populations using
genetically modified mosquitoes

RESUMO

Formas quimicas de controle de mosquitos vetores sdo ineficazes, levando
ao desenvolvimento de novas estratégias. Assim, foi realizada revisdo das
estratégias de controle genético de populagdes de mosquitos vetores baseada
na técnica do inseto estéril. Uma delas consiste na liberacdo de machos
esterilizados por radiagdo, a outra, na integracdo de um gene letal dominante
associado a um promotor especifico de fémeas imaturas. Entre as vantagens
sobre outras técnicas bioldgicas e quimicas de controle de vetores estdo: alta
especificidade, ndo prejudicial ao meio ambiente, baixo custo de producédo e
alta eficacia. O uso desta técnica de modificagdo genética pode vir a ser uma
importante ferramenta do manejo integrado de vetores.

DESCRITORES: Mosquitos, genética. Animais Geneticamente
Modificados, parasitologia. Técnicas Genéticas, utilizacdo. Controle de
Mosquitos. Revisdo.

ABSTRACT

The ineffectiveness of current strategies for chemical control of mosquito
vectors raises the need for developing novel approaches. Thus, we carried out
a literature review of strategies for genetic control of mosquito populations
based on the sterile insect technique. One of these strategies consists of
releasing radiation-sterilized males into the population; another, of integrating
a dominant lethal gene under the control of a specific promoter into immature
females. Advantages of these approaches over other biological and chemical
control strategies include: highly species-specific, environmentally safety, low
production cost, and high efficacy. The use of this genetic modification technique
will constitute an important tool for integrated vector management.

DESCRIPTORS: Mosquitoes, genetics. Animals, Genetically Modified,
parasitology. Genetic Techniques, utilization. Mosquito Control. Review.
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INTRODUCAO

Foi realizado um levantamento bibliografico de julho
a agosto de 2008 referente a técnicas alternativas
de controle de vetores de doengas, privilegiando
mosquitos dos géneros Anopheles e Aedes. Foi
feita busca na base PubMed utilizando os seguintes
descritores: Culicidae, (incluindo Anopheles, Aedes);
Vectors AND Control; Mosquitoes AND Transgenic;
Mosquitoes AND SIT; Mosquitoes AND RIDL;
Culicidae AND Control; Culicidae AND SIT;
Culicidae AND RIDL. Além disso, foram consultados
livros, teses e sites governamentais.

Os mosquitos (Diptera: Culicidae) tém sido inten-
samente estudados desde o final século XIX quando
foram pela primeira vez relacionados com a trans-
missdo de patdgenos ao homem e outros vertebrados.
Os géneros Anopheles, Culex e Aedes incluem os
vetores dos trés principais grupos de patdogenos
humanos: os parasitas causadores da malaria do género
Plasmodium, filarias dos géneros Wuchereria e Brugia
e numerosos arbovirus, incluindo os agentes da dengue
e da febre amarela.?

No século passado, durante as décadas de 1950 e
1960, programas de controle de vetores em muitos
paises utilizaram estratégias quimicas sem restri¢ao
do uso de inseticidas como o DDT. Estas medidas
erradicaram a malaria com sucesso no sudeste da
Europa e em Taiwan, reduzindo as taxas de morbidade
na India de cerca de 75 milhdes de casos anuais para
cerca de 100.000 ao ano.” Anteriormente, inseticidas
a base de piretroides foram intensamente utilizados
durante o combate ao Anopheles gambiae na década de
1930, quando esta espécie foi erradicada do Nordeste
do Brasil. Além disso, a luta contra o Aedes aegypti,
considerado erradicado em 1956 em todo o Brasil,
foi baseada na busca por criadouros potenciais desses
mosquitos.’

Epidemias de dengue a partir da década de 1980 no
Brasil mostraram re-infestacdo do Aedes aegypti por
todo o Pais e as mesmas medidas de controle estdo
sendo menos eficientes do que quando utilizadas na
década de 1950. Entre sucessos e fracassos, o uso de
estratégias quimicas no controle do vetor tem sido
intensamente criticado, principalmente devido a conta-
minagdo ambiental, ao efeito em organismos nao-alvo
e aos problemas decorrentes da selegdo de populagdes
de mosquitos resistentes aos inseticidas.’

Para obter maior eficiéncia e preservar o ambiente de
contaminagdes, as bases das estratégias do manejo
integrado de pragas foram fundamentadas,® recomen-
dando o emprego de inseticidas sintéticos apenas em

situagdes de emergéncia e estimulando o controle
bioldgico e o ordenamento ambiental como priori-
dades. A consciéncia ecoldgica entre os aplicadores e
cientistas resultou na busca por alternativas nao preju-
diciais ao meio ambiente. Campanhas contra a dengue
no final do século passado ja priorizavam o processo
educativo e o saneamento ¢ a utilizagdo de combate
quimico ficou restrita aos momentos de epidemias.
Entomopatogenos do género Bacillus passaram a ter
papel importante no controle bioldgico de vetores em
muitos programas.®

No entanto, as medidas de controle de mosquitos nao
tém surtido efeito devido principalmente a sua grande
capacidade de reprodugdo e flexibilidade genomica,?
que pode ser mostrada por dois aspectos. Primeiro,
pela rapida selecao de linhagens resistentes a inseti-
cidas quimicos e bioldgicos utilizados no controle ou
ainda a resisténcia a diversas condigdes ambientais.
E segundo, pela existéncia de variedade de espécies
intimamente relacionadas, formando complexos de
espécies cripticas, algumas das quais parecem estar
sofrendo especiagdo no processo de adaptacdo ao
ambiente modificado pelo homem.* A resisténcia aos
inseticidas tem levado a sérios problemas de saude
publica, contribuindo para o ressurgimento de parasi-
toses e arboviroses transmitidas por mosquitos.

Resultados recentes com o uso de DDT néo tiveram
sucesso na India, devido & evolugdo da resisténcia de
alguns vetores a este tipo de inseticida. No sul da Africa,
a resisténcia a piretroides levou ao retorno do uso de
DDT em domicilios, seguido de um aumento do niimero
de casos de malaria.'” Devido a este tipo de problema,
outras estratégias de controle devem ser consideradas,
como o controle genético (utilizagdo de mosquitos
estéreis e técnicas relacionadas). A técnica do inseto
estéril tem sido amplamente utilizada, propiciando
resultados positivos no controle de pragas agricolas® e,
em alguns casos particulares, no controle de mosquitos
vetores de patdogenos.

O objetivo do presente artigo foi revisar estratégias
de controle genético de populagdes de mosquitos
vetores.

TECNICA DO INSETO ESTERIL (STERILE INSECT
TECHNIQUI)

Em 1955 Knipling'? propds o conceito de liberagdo de
insetos estéreis para controlar populagdes de pragas
de importancia agricola. Segundo Robinson (2002),%
a sterile insect technique (SIT) se baseia na criagdo

* Cuba LM. Situagao atual do controle biolégico no manejo integrado de mosquitos (Diptera: Culicidae). [dissertagdo de mestrado]. Sao

Paulo: Faculdade de Satde Piblica da USP; 2005.
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em massa, esterilizagdo por radiacdo e liberacdo de
grandes numeros de insetos machos em uma area-alvo.
Os machos liberados cruzardo com fémeas selvagens,
reduzindo o potencial reprodutivo da populagdo
selvagem, causando a reducdo da populagdo nas
geragdes subseqiientes. Se um numero suficiente de
machos estéreis forem liberados por tempo suficiente,
a populagdo-alvo entrarda em colapso, levando a sua
supressao ou até mesmo eliminagao total na area—alvo.
Esta técnica €, portanto, espécie-especifica e ndo agride
0 meio ambiente.

O controle genético busca a cobertura universal por
se aproveitar do comportamento altamente eficiente
do macho em localizar fémeas da mesma espécie para
acasalar.?” A presenga de resisténcia a inseticidas na
populagdo-alvo ¢ irrelevante ao sucesso desse tipo de
método. Fémeas selvagens evitam acasalar com machos
criados artificialmente ou estéreis, fato que deve ser
levado em consideracdo. No entanto, existe a real possi-
bilidade de que a liberag@o de mosquitos estéreis possa
erradicar populagdes-alvo isoladas, pois se a densidade
da populagao selvagem diminui, aumenta-se a taxa de
mosquitos estéreis na populagdo, facilitando o cruza-
mento entre machos estéreis e fémeas selvagens.

O paradigma deste novo método foi a eliminagdo bem
sucedida do Cochliomyia hominivorax (agente de
miiases) do sul dos EUA, México e América Central.
Esta area esta atualmente protegida de uma re-invasao
pela América do Sul por meio de barreira no Panamé
de relativamente poucas moscas estéreis. Moscas
estéreis também foram utilizadas para eliminar a
potencialmente devastadora entrada desta espécie no
norte da Africa.®

Existem outros exemplos de erradicagdo e controle de
pragas agricolas e até mesmo de vetores de patdgenos
utilizando-se a SIT, como a erradicagdo da mosca
tsé-tsé, vetor dos agentes da tripanosomiase do gado
(doenga do sono) em Zanzibar.?

Separacido dos machos e o efeito da radiaciao

Uma das dificuldades de se implementar o programa de
liberagao de insetos estéreis é a necessidade da liberagéo
apenas de individuos machos. A separacdo manual,
além de ser extremamente laboriosa, apresenta niveis
improprios de contaminagao de fémeas entre os machos
estéreis em algumas espécies.>®Desse modo, sistemas
que causam a morte de fémeas em algum estagio de
sua vida tém sido desenvolvidos, separando automati-
camente os machos das fémeas, eliminando o trabalho
da separagdo ¢ diminuindo a niveis muito baixos a
presenca de fémeas entre machos liberados.?

A mosca da fruta possui determinag@o por sexo muito
influenciada pelo sistema de cromossomos sexuais
XX/XY. Uma linhagem genética de separagdo sexual
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pode ser concebida para espécies localizando-se uma
mutagdo recessiva autossomal letal em situacdes especi-
ficas. Por exemplo, a sensibilidade a altas temperaturas
¢ ligada ao alelo selvagem ao cromossomo Y usando
a translocacdo. A linhagem mutante para separacio
sexual deve possuir fémeas homozigotas para sensi-
bilidade a temperatura e os machos fenotipicamente
normais para esta caracteristica.'* Sistemas que causam
amorte de fémeas tém a vantagem de poderem ser apli-
cados a populagéo como um todo, ja que a manipulagdo
individual de pupas pode causar um efeito negativo na
qualidade final do lote a ser liberado.*

O sucesso da técnica de separagdo genética em moscas
¢ diretamente atribuido ao fato de que embrides podem
ser facilmente tratados com altas temperaturas. Uma
mutagdo sensivel a temperatura que s6 é expressa
tardiamente no desenvolvimento apresentara problemas
operacionais, uma vez que nao ¢ facil regular a tempe-
ratura dos volumes de ragdo em salas grandes.'’

Adaptacio do sterile insect technique para
mosquitos vetores de patogenos

No final da década 1960 e inicio da década de 1970
havia grande otimismo no uso do SIT como estra-
tégia alternativa no controle de mosquitos vetores de
doengas. Entretanto, o SIT tem sido usado somente
contra poucas espécies de mosquitos, devido em grande
parte a problemas fundamentais do sistema.

Os insetos machos geneticamente modificados devem
competir por acasalamento com os tipos selvagens. O
processo de produgdo, principalmente a esterilizagido
dos machos por radiacdo, pode causar uma perda
drastica na capacidade de acasalamento destes insetos
se comparados aos machos selvagens. Os machos
irradiados podem ser menos competitivos e também
apresentar um tempo de vida reduzido.! Por exemplo,
o método de esterilizagdo da mosca da fruta (Ceratitis
capitata) levou a reducdo de quatro a dez vezes
nos parametros de competitividade, prejudicando o
programa de erradicagdo dessa espécie.>"

Emum estudo feito em 1981 na California (EUA), apro-
ximadamente 85 mil machos de Culex tarsalis irradiados
foram marcados com po fluorescente e liberados em um
canion semi-isolado para monitoramento de abundancia
e esterilidade. Os machos esterilizados se dispersaram
de maneira satisfatoria e representaram 30% dos machos
capturados. Porém, a populagdo apresentou apenas 11%
de esterilidade, resultado insuficiente para suprimir
ou mesmo causar algum decréscimo na populagdo de
fémeas. Em sua maioria os machos irradiados nao eram
competitivos em rela¢@o aos selvagens quanto a copula
com fémeas locais selvagens.'

As instalagdes de irradiagdo sdo caras e potencialmente
perigosas.! Ha possibilidade de liberagdo de individuos
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irradiados, porém ainda férteis, o que pode ser poten-
cialmente perigoso. A logistica ¢ prejudicada pela neces-
sidade de soltura em estagios de vida pré-estabelecidos
e pela distancia das instalagdes das areas-alvo.

Outro problema do uso do SIT em mosquitos vetores
de patogenos é que, do ponto de vista ético e de segu-
ranca, a liberagdo de mosquitos machos estéreis é
somente aceitavel se ndo houver liberagdo de fémeas
com lotes de machos estéreis.”> Somente os machos
ndo realizam repasto sangiiineo e, portanto, ndo
transmitem patdgenos e ndo sdo fator de incémodo.
Em mosquitos dos géneros Culex e Aedes a separagao
pode ser feita com base no tamanho das pupas.? Este
sistema foi utilizado na india e apenas 0,2% de fémeas
eram liberadas entre os machos. Porém, centenas de
milhares de mosquitos eram produzidos diariamente
e liberavam grandes quantidades de fémeas entre os
machos, inviabilizando sua eficcia.?!

A liberagdo de fémeas entre os machos irradiados
resulta em aumento de fémeas no ambiente. Isso causa
ndo apenas incomodo e transmissdo de doengas, mas
interfere na copula com machos irradiados, ao competir
com fémeas selvagens.'*

Para mosquitos Anopheles, o método mecanico de
separagdo por tamanho de pupa ndo se mostra eficiente.
Nesses casos, uma alternativa para produzir somente
machos seria induzir o dimorfismo sexual utilizando-se
de estratégias da genética. Tais métodos sdo conhecidos
como mecanismos de sexismo genético, citados ante-
riormente. Os métodos mais usados sdo baseados na
translocag@o do cromossomo Y induzida por radiagdo
como marcador seletivo dominante, complementar a um
gene ligado ao X ou autossomo, tal como a cor da pupa,
aletalidade sensivel a temperatura ou a resisténcia a inse-
ticida.'” Porém, como discutido anteriormente, haveria
ainda a necessidade de radiacdo, que causa a perda na
capacidade de acasalamento destes insetos, comparada a
de machos selvagens. Sistemas baseados em aberracdes
cromossOmicas tendem a ser instaveis e a reversao pode
ser um problema na producado e liberagdo de insetos
em larga escala, além de reduzir o fitness dos insetos
tornando-os menos efetivos em relagdo ao SIT.>

INSETOS TRANSGENICOS COM GENE LETAL
DOMINANTE

Baseada na técnica SIT, a “liberacdo de insetos carre-
gando um gene letal dominante” (release of insect
carrying a dominant lethal gene — RIDL)* é uma
estratégia que consiste na supressao da reprodugao dos
insetos-alvos que, cruzados com os mosquitos transgé-
nicos, leva ao declinio da populagdo.'

O sistema RIDL proposto por Thomas et al** (2000)
consiste em um mecanismo em que um gene letal
dominante ¢ associado a um promotor especifico de
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fémeas, como por exemplo, o promotor de vitelogenina.
Assim, a expressdo do gene letal dominante pode ser
desativada na presenca de tetraciclina, possibilitando
manter a colonia. Quando for necessario separar
machos e fémeas, a tetraciclina é removida do sistema,
causando a morte de todas as fémeas.

O centro do sistema ¢ a expressdo de tTA, uma proteina
de fusdo que combina as propriedades de ligagdo de
seqiiéncias-especificas de um repressor de tetraciclina
ao tRe, elemento de resposta a tetraciclina. Na auséncia
de tetraciclina, esta proteina se ligara a seqiiéncia tRe
e ativara a transcri¢do de um promotor minimo adja-
cente.! Uma forma de se tornar o sistema especifico de
fémeas ¢ se colocar a proteina tTA sob o controle de um
promotor especifico feminino (Figura). A proteina de
tTA é entdo expressa apenas em fémeas — que perecem
em sua ausé€ncia —, permitindo a sobrevivéncia de
machos independentemente da tetraciclina.

Na preparagao de mosquitos para liberagao, o repressor
¢ retirado e o gene letal dominante ¢ ativado, causando
a morte de todas as fémeas. Ao copular com as fémeas
selvagens, os machos homozigotos para o gene letal
produzem progénies heterozigotas, condi¢do na qual
somente os machos sobreviveriam.

Thomas et al*® (2000) construiram um sistema RIDL
em Dhrosophila melanogaster usando elementos de
controle transcripcionais para direcionar a expresséo de
tTa. A tTa foi primeiramente expresso sob controle do
ativador de corpo gorduroso ¥p3 que leva a expressao
em larvas fémeas e adultas, porém ndo em machos.?
E esperada entfio, a expressio do gene citotoxico no
padrdo do ¥p3 para ser letal a fémeas e desta forma
apenas machos sobreviveriam para ser liberados na
natureza criando um sistema genético de separagdo
sexual hereditario.”

Tetraciclina

N
e
(— TA /\I/I’:"> Gene letal

Promotor tRe

Morte

Figura. Sistema tetraciclina-repressivel. A proteina ativadora
de transcricao tetraciclina-repressivel (tTA) é controlada por
um promotor de escolha. A selecdo deste promotor controla
a especificidade sexo-desenvolvimento do sistema. Quando
expressa, a proteina tTA se liga a uma sequéncia de DNA
especifica, tRe, que dirige a expressdo de um promotor
minimo adjacente. Este entdo leva a expressdo de alguma
seqiiéncia (o gene efetor: letal) que esta sob controle deste
promotor. Este gene é expresso de acordo com o padrdo do
promotor que dirige tTA. Entretanto, na presenga de baixas
concentragdes de tetraciclina, a proteina tTA ndo se liga ao
DNA e a expressdo do gene letal é prevenida. Adaptado de
Alphey (2002).!
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O RIDL possui algumas vantagens sobre o SIT: insetos
mais sexualmente competitivos na natureza; ndo existe
risco de radiagdo e nem soltura de animais nao-irra-
diados; pode ser aplicado em insetos que nao toleram
radiagdo; os insetos podem ser liberados em qualquer
estagio de desenvolvimento; ndo € associada a altos
custos ou danos ambientais. O gene letal ¢ expresso
de acordo com o padrao do promotor que dirige tTA.
Na presenca de baixas concentragdes de tetraciclina, a
proteina tTA ndo se liga ao DNA e a expressdo do gene
letal é prevenida (Figura).

PERSPECTIVAS

O sistema RIDL pode ser funcional em outras espé-
cies de mosquitos. Tem sido usado com sucesso em
Drosophila melanogaster,"* indicando que pode ser
adaptado para mosquitos e outros vetores de patdgenos
humanos. Este sistema foi recentemente adaptado para
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0 mosquito Aedes aegypti, utilizando constru¢des nao-
especificas de fémeas (construgdo LA513),"¥ produzindo
mosquitos que morrem na fase larval na auséncia de
tetraciclina, mas que podem se desenvolver normal-
mente quando criados na presenca desse repressor.
Além disso, novas construgdes genéticas t€m sido
propostas utilizando um promotor especifico de fémeas
imaturas de Aedes aegypti, denominado Act4," com
resultados promissores em laboratdrio, € probabilidade
de testes em campo brevemente na Malasia.

O sistema RIDL apresenta inimeras vantagens sobre
outras técnicas de controle de vetores, como facilidade
de manutengdo da col6nia, separagdo entre machos
e fémeas, baixo custo de producdo e alta eficacia.
Embora o real potencial do sistema RIDL para controle
de mosquitos ainda seja desconhecido, estes fatores
poderdo credencia-lo futuramente como importante
ferramenta do manejo integrado para controle de insetos
de interesse médico e pragas agricolas.
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