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Mosquitos_

TRANSGENICOS

Controle da fransmissio de maldria e dengue

palavra mosquito tem sido

utilizada popularmente

para indicar diferentes in-

setos de tamanho reduzi-
do que causam incémodo aos seres
humanos. Entre esses insetos, os per-
tencentes a familia Culicidae sao im-
portantes transmissores de uma série
de patégenos. O ciclo biolégico des-
ses mosquitos compreende as seguin-
tes fases: ovo, quatro estagios larvais,
pupa e adulto (figura 1). Durante esse
ciclo, os mosquitos adultos sio ala-
dos, possuem pernas e antenas longas
e muitos sao hematoéfagos, enquanto
as fases imaturas sao aquaticas.

No final do século XIX, surgiram
os primeiros relatos vinculando os
mosquitos com a transmissdao de en-
fermidades ao homem. A primeira
evidéncia foi obtida por Manson, em

1877, que confirmou o desenvolvi-
mento de filarias (Wuchereria ban-
crofti) causadoras de elefantiase, no
mosquito Culex fatigans. Ross, traba-
lhando na India, em 1897, demons-
trou o desenvolvimento de Plasmo-
dium em mosquitos. A comprovacao
definitiva da transmissao da malaria
humana por Anopbeles claviger foi
apresentada logo a seguir por Grassi,
em 1898. A transmissao do virus da
febre amarela pela picada de mosqui-
tos Aedes aegyptifoi demonstrada em
Cuba, no ano de 1900, pela equipe
liderada por Reed (Christophers, 1960;
Foster, 1965; Clements, 1992; Mitchell,
1996) (figura 2).

Hoje, um século apds essas desco-
bertas, sabemos que 0s mosquitos sio
vetores das quatro espécies de Plas-
modium que causam maldria huma-

adulto

pupa

Figuro 1. Formos de vido dos mesquitos,
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na, além de transmitirem filarias (Wu-
chereria bancrofti e Brugia malayi) e
muitos arbovirus, contribuindo, as-
sim, de maneira expressiva, para os
atuais indices de mortalidade e morbi-
dade humana no mundo. Todos os
anos sao relatados aproximadamente
250 milhoes de novos casos de mala-
ria, filarioses e arboviroses relaciona-
dos diretamente, com a presenca des-
ses insetos (OMS, 2000).
Levantamentos recentes indicam
que a malaria € responsavel por apro-
ximadamente 2,1 milhoes de mortes
por ano no mundo, correspondendo a
4% da mortalidade mundial total (Guer-
rant & Blackwood, 1999). No Brasil,
sao relatados aproximadamente 500
mil novos casos clinicos de malaria a
cada ano. O numero de casos de
dengue e dengue hemorragica tem
apresentado um crescimento nos ulti-
mos anos. Menos de 30 mil casos
foram reportados no mundo entre
1956 e 1980, porém esse ndmero au-
mentou para 137 mil entre 1981 e 1985
e mais de 267 mil casos entre 1986 e
1990 (Guerrant & Blackwood, 1999).
Somente no Brasil, foram notificados
314.225 e 227.363 casos de dengue,
em 1998 e 2000, respectivamente. No
Estado de Sao Paulo, foram notifica-
dos 3.530 casos de dengue em 2000, e,
até 21 de junho de 2001 os casos
reportados ja atingiram mais de 33.000
(Divisao de Zoonoses/CVE — SUCEN).
Nas dreas endémicas, programas
de prevenciao, combate e controle
dessas enfermidades estio compro-
metidos devido ao desenvolvimento

de resisténcia multipla as drogas pelas
formas parasitas, de resisténcia a inse-
ticidas dos insetos vetores, como tam-
bém a interrupcio dos programas de
controle do vetor devido aos custos
crescentes (Carlson et al., 1995). Fren-
te a esse quadro, ¢ evidente a neces-
sidade do desenvolvimento de novas
estratégias e o aprimoramento dos
programas atuais destinados ao con-
trole da transmissao dessas enfermi-
dades.

Uma hipétese que tem sido utiliza-
da é a de que mosquitos geneticamen-
te manipulados ou transgénicos po-
deriam ser utilizados no bloqueio ou
na reducio da transmissao de doen-
cas. O objetivo dessa estratégia é au-
mentar a freqiéncia, em uma popula-
¢ao de mosquitos, de um gene que

Figurn 3. Exemplo de
inserglo de um tronsposon

interfira no desenvolvimento ou na
propagacao de patégenos, resultan-
do na reducido ou na eliminacio de
sua transmissao ao homem. Ferra-
mentas de biologia molecular estao
sendo utilizadas na sintese de genes
que, quando incorporados ao geno-
ma do mosquito resultariam em mos-
quitos refratirios e/ou nio transmis-
sores dos patoégenos. Esses genes
serdo acoplados a transposons, de
forma tal que a introdu¢ao dos mos-
quitos geneticamente modificados
resultard na propagacao e fixacio
do transgene na populacio do vetor
alvo. Como resultado da execucio
dessa estratégia, espera-se diminui-
€40 na transmissao e, consequente-
mente, no nimero de casos da do-
enca.

Para testar essa hipdtese, no en-
tanto, algumas técnicas precisam
ser desenvolvidas em laboratério
para serem aplicadas na producio
dos mosquitos transgénicos. Tam-
bém precisamos de informac¢oes so-
bre como novos transgenes, intro-
duzidos no genoma dos mosquitos,
irao se fixar na populacio alvo.
Essas informacgdes sio de vital im-
portincia, pois fornecem a base
cientifica para uma estratégia racio-
nal de modulacio genética da com-
peténcia dos vetores (Collins e Ja-
mes, 1996).

Um mosquito modificado gene-
ticamente resistente a um patégeno
deve, necessariamente, ter em seu
genoma uma informac¢io nova que
bloqueie a sua infec¢io pelo pato-
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geno. A maneira mais eficiente de
introduzir desse transgene no mos-
quito ¢ através de elementos de trans-
posicao, os transposons (figura 3).
Transposon € o conjunto de segmen-
tos lineares de DNA capazes de mudar
de posicao dentro do genoma, inde-
pendentemente de homologia entre a
regiao gendmica onde se encontram
inseridos e o local para o qual se
movem. Os transposons possuem se-
qiiéncias nucleotidicas muito simila-
res em ambas as extremidades (repe-
ticoes terminais), carregam gene(s)
que codifica(m) a enzima capaz de
transporta-los (transposases) e criam,
ao se inserir no DNA, pequenas dupli-
cacoes no sitio alvo da inser¢ao (repe-
ticoes diretas do DNA alvo), podendo
existir em copias multiplas no geno-
ma.

Construcio dos
transgenes - malaria

Um dos modelos que estd sendo
utilizado para testes da construcio do
transgene € o da malaria aviaria, utili-
zando o mosquito vetor Aedes aegypti,
ohospedeiro vertebrado Gallusgallus
(galinhas e pintainhos) e o parasita
Plasmodium gallinaceum. Esses re-
sultados servirdo de base antes do
desafio maior, que é o sistema da
malaria humana, Plasmodium vivaxe
Plasmodium falciparum e o seu inse-
to vetor Anopbheles sp.

O ciclo de vida dos plasmédios
compreende fases sexuadas e assexu-
adas. Durante a tomada de sangue de
um hospedeiro infectado, o mosquito
ingere parasitas na forma de gameto-
citos, que permanecem no seu trato
digestivo por algumas horas, onde
ocorre a fertilizacdo. Apds a fertiliza-
¢a0, os parasitas sofrem modificacoes
estruturais, resultando numa forma
movel, o oocineto, que penetra pelo
epitélio do trato digestivo, alojando-se
entre as células epiteliais e a lamina
basal. O oocineto desenvolve-se atin-
gindo a forma de oocisto, que entra
em processo de esporogonia, liberan-
do na hemocele dos insetos milhares
de esporozoitos. As formas livres es-
porozoitas invadem as glandulas sali-
vares, permanecendo nesse 6rgao até
0 mosquito tomar outra alimentacdo
sanguinea, infectando assim um novo
hospedeiro vertebrado (figura 4).

Figura 4. Cicho de vida dos plosmadios nos mosguitos.
TD - limen do froto digestive; H - hemacele; GS - glndulos salivares

Onde bloquear os parasitas

Durante a passagem dos plasmo-
dios pelo interior dos mosquitos, vari-
0s pontos sao alvos potenciais para o
bloqueio do ciclo de vida do parasita
e a concomitante interrup¢ao da trans-
missao. Ao ser ingerido pelos mosqui-
tos, os gametocitos se desenvolvem
em gametas. Os sinais que desenca-
deiam esse processo estio intima-
mente ligados ao mosquito. Diminui-
¢io da temperatura do sangue ingeri-
do pelos mosquitos e alteracio no pH
estido envolvidos nesse processo. Além
disso, uma substancia presente nos
mosquitos, chamada de GAF (fator
ativador de gameta), também faz par-
te do processo de ativaciao dos game-
tocitos masculinos.

Ap06s a formacgao do oocineto, este
precisa atravessar o epitélio digestivo
para formar o oocisto. A primeira
barreira encontrada pelo oocineto é a
matriz peritrofica. Nos mosquitos, essa
matriz, constituida principalmente de
quitina e proteinas, parece ter o papel
protetor do muco presente em nosso
intestino. Para atravessar essa barrei-
ra, o oocineto sintetiza uma enzima
capaz de hidrolisar a quitina, uma
quitinase. Essa enzima ¢ sintetizada
sob a forma de um zimégeno, ou seja,
uma pro-enzima sem atividade. Para
que o zimdogeno se ative, ¢ necessario
que ele seja clivado pelas tripsinas
presentes no trato digestivo dos mos-
quitos. As tripsinas sao secretadas pelo
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mosquito e estdo envolvidas na di-
gestdo das proteinas do sangue.
Na hemolinfa, os oocistos se
rompem e 0S eSporozoitos migram
em direcao as glandulas salivares.
Os esporozoitos sio cobertos por
uma proteina imunodominante, a
proteina circumsporozoita (CSP)
(Krettli e al., 1988). Varios autores
tém demonstrado, tanto “in vivo’
como “invitro”, que alguns anticor-
pos monoclonais obtidos contra a
proteina CSP promovem o bloqueio
da transmissido da infec¢io (War-
burg et al., 1992; Ramirez et al.,
1995). Em Plasmodium gallinaceum
foi demonstrado que o soro N2H6D5
¢ eficiente no bloqueio da penetra-
cao das glandulas salivares pelos
esporozoitos (Warburg etal., 1992).

»

Obtencio dos promotores
especificos

Um passo primordial na trans-
génese € a utilizacao de um promo-
tor que dirija a expressio do gene
de interesse no local e no tempo
necessarios para o bloqueio do ci-
clo de vida do parasita. Nao adian-
taria expressar uma proteina letal
ao parasita em um oOrgao que ele
nao se encontra. Como Vvisto acima,
trato digestivo, hemolinfa e glandu-
las salivares sao sitios interessantes
para a expressdo de proteinas anti-
parasitas. A caracterizacio de pro-
motores especificos para esses dife-



rentes locais vem sendo realizada por
diferentes vias. No trato digestivo, os
promotores das enzimas digestivas
parecem ser otimos candidatos para
esse fim. Uma vez que a expressao de
algumas dessas enzimas esta relacio-
nada com a tomada de sangue pelas
fémeas dos mosquitos, esses promo-
tores seriam otimos candidatos para a
expressao de genes que matem o
parasita no ladmen do trato digestivo. A
cinética de expressio das enzimas
presentes apds a tomada de uma refei-
cao de sangue pelas fémeas foi verifi-
cada para os anofelinos neo-tropicais
transmissores (An.darlingi,
An.aquasalis e An.albitarsis) e foi
possivel observar que a tripsina € a
enzima majoritiria apos a tomada de
sangue, sendo que a atividade dessa
enzima comeca a aumentar logo apds
o repasto (Caroci et al., 1999).

Na hemolinfa dos mosquitos, a
lipoforina € a proteina majoritaria res-
ponsavel pelo transporte de lipideos
nos insetos (Capurro et al., 1994; van
Heusden, 1997). Encontramos tam-
bém vitelogenina e hexamerinas, as
quais sao proteinas sintetizadas pelos
corpos gordurosos dos mosquitos e
secretadas para a hemolinfa. As se-
quéncias promotoras corresponden-
tes a essas proteinas estio sendo ava-
liadas em estudos utilizando-se mos-
quitos transgénicos quanto a sua ca-
pacidade de producio de genes anti-
parasitas sem interferéncia no proprio
metabolismo dos mosquitos. Os cor-
pos gordurosos estao sendo alvo de
muitos estudos na caracterizacao dos
promotores que possam regulara pro-
ducao de proteinas anti-parasitas que
tenham como alvo os esporozoitos da
hemolinfa dos mosquitos.

Obtencio de genes anti-parasita
(transgenes)

Os cDNAs que codificam o frag-
mento Fv da IgG-N2H6D5 foram clo-
nados (figura 5). Tipicamente o cDNA
¢ obtido por amplificacio génica da
regido variavel da cadeia pesada da
imunoglobulina (Vi), o qual € acopla-
doaregiao variavel da cadeia leve (V1)
por uma seqléncia de nucleotideos
que codifica um peptideo (Gly,Ser), o
qual permite a juncio das duas cadei-
as, formando um fragmento scFv (sin-
gle chain Fragment variable antibody)

| Ly
JF

Flab")z

S -

lgG

Fab

Figura 5. Estratégia de Clonagem do Fragmento voridvel do Fob
Parte A Esquema da molécula de IgG, e os fragmentos Flob')z, Fob e Fy

(Whitlow & Filpula, 1991). O resulta-
do é um gene relativamente pequeno
(750 - 800 nucleotideos), que traduz
uma proteina de, aproximadamente,
30 kDa. Se diminuirmos o peptideo
(Gly Sen), para (Gly,Ser),, o resultado
€ um Fv de cadeia dupla (Fv,) (figura
5.0). O cDNA que corresponde a
por¢ao Fv da imunoglobulina N2H6D5
foi produzido na forma de scFv com
sucesso (N2scFv) e € capaz de reco-
nhecer a CSP de P.gallinaceum (Ca-
purro et al., 2000).

Para testarmos a capacidade blo-
queadora da penetracao dos esporo-
zoitos nas glandulas salivares do mos-
quito, foi utilizado o sistema transien-
te de expressao de virus Sindbis (Jiang
et al., 1995). Foi construido um gene
que tem a por¢ao promotora do virus
Sindbis (Higgs et al., 1997), um pepti-
deo sinal, que ¢ o descrito para a

proteina Maltase-like I (Mal ) de glan-
dula salivar de Aedes aegypti(James et
al., 1989) e o cDNA N2scFv, resultan-
do em virus Sindbis recombinante, o
qual expressa o transgene MalI-N2scFv
(figura 6). O peptideo sinal Mall é
reconhecido pelas células de insetos o
qual faz com que o anticorpo recom-
binante N2scFv seja secretado para a
hemolinfa dos mosquitos. Mosquitos
foram infectados pelo virus recombi-
nante Mall-N2scFv, por inoculacio
intratoraxica e, ap6s 48 horas, os
mosquitos sobreviventes foram ex-
postos a pintainhos infectados por P.
gallinaceum. Apos 14 dias, as glandu-
las salivares das fémeas alimentadas
com sangue infectado, foram recupe-
radas e o nimero de esporozoitos nas
glandulas salivares determinados por
contagem dos parasitas, em microsco-
pia de fase. Os resultados mostraram

Figura 5. Estrotégin de Clanagem do Fragmento varidvel do Fab
Porte B, Esquema dos RT-PCRs e clonagem em plosmideos
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que 0s mosquitos que expressam o
gene Mall-'N2scFv reduzem em 99.8%
o nimero de parasitas na glandula
salivar quando comparado com os
controles (Capurro et al., 2000).

As linhagens transgénicas

O cDNA, Mall!N2scFv foi inserido
em dois plasmideos, os quais diferem
somente no promotor. O primeiro
contém o promotor da vitelogenina
(V1) (ativado por repasto sanguineo)
de Ae.aegypti, e o segundo contém o
promotor de ubiquitina (Ub) (promo-
tor constitutivo) de Drosophila mela-
nogaster. O elemento de transposicao
utilizado foi o mariner de
D.melanogaster, e o gene reporter foi
o promotor de Actina 5 (Act5C) de
D.melanogaster acoplado a proteina
fluorescente EGFP (figura 7). Os pri-
meiros resultados dessas linhagens
transgénicas mostraram que 0s mos-
quitos que expressaram o gene N2-
scFv ndo transmitem malaria aos pin-
tainhos com 10 dias de vida, sendo,
portanto, linhagens refratarias (An-
thony James, comunicacio pessoal).

Trorgcrigho

Essas linhagens foram produzidas na
Universidade da California, Irvine, e
estao sendo estudadas quanto a sua
capacidade refratdria e o quanto esse
novo transgene poderd interferir na
propria fisiologia dos mosquitos.
Outra metodologia empregada para
a obtencao de proteinas que bloque-
iem o ciclo de vida do plasmédio no
mosquito foi a utilizacdo de bibliote-
cas de fagos contendo peptideos ale-
atorios. Uma biblioteca de fagos ex-
pressando peptideos aleatorios (pha-
ge display random peptides library)
consiste de uma mistura de varios
fagos, cada um deles expressando um
peptideo em seu capsideo. A bibliote-
ca utilizada apresenta uma insercio
de um peptideo aleatério de 8 amino-
acidos flanqueados por duas cisteinas
na por¢ao aminoterminal da proteina
VIII do capsideo do fago M13. Essa
mistura de fagos foi utilizada para a
selecio de peptideos com afinidade
para as glandulas salivares de
An.stephensi e com afinidade para o
epitélio luminal do trato digestivo.
Essas duas regides sao invadidas por
diferentes formas de plasmodio, por

Figura 6. Construgdo do virus Sindbis recombinante
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€sporozoitos e oocineto, respectiva-
mente. Apesar de apresentarem uma
estrutura bem diferente, a mesma
seqiiéncia de peptideos apresentou
alta afinidade por essas duas células.
Além disso, esse peptideo foi efici-
ente no bloqueio da invasio por
oocinetos e por esporozoitos (Gosh
etal., 2001).

Dengue

O principal inseto vetor da trans-
missio da dengue é o mosquito
Aedes aegypti, o qual vive nas areas
urbanas juntamente com o hospe-
deiro humano (Gubler & Kuno, 1997).
A primeira tentativa de uma molécu-
la efetora serd a constru¢io de um
anticorpo recombinante (scFv), es-
tratégia essa que ja foi obtida com
sucesso no projeto malaria (Capurro
et al., 2000).

O anti-dengue recombinante scFv
estd sendo desenvolvido a partir de
linhagens de anticorpos monoclo-
nais que ja estao descritos na litera-
tura. O monoclonal, 3H5-1-21 (Hen-
chal et al., 1982), neutraliza forte-
mente o virus dengue-2. Outro mo-
noclonal, 4G2 (Henchal et al., 1985)
reconhece epitopos de envelope nos
quatro sorotipos de virus da dengue
(DEN virus). Um terceiro monoclo-
nal, H27.37, (Cecilia & Gould, 1991)
neutraliza os quatro sorotipos da
dengue e também outras flaviviroses
como West Nile, febre amarela, e a
encefalite japonesa. Os monoclonais
9A3D-8, 1A1D-2 e 1B7 reconhecem
a proteina de envelope dos virus da
dengue e 2H2 reconhece a proteina
precursora M (Roehring et al., 1998).

Conclusoes

Existem indmeros entraves para
a execuc¢ido de um projeto dessa
amplitude, onde muitas informacoes
basicas sdo necessdrias e ainda nao
disponiveis, tal como dados sobre
ecologia e dinamica de populacdes
das diferentes espécies de mosqui-
tos.

Apesar dessas dificuldades, acre-
ditamos que, conjuntamente com
outras técnicas de controle da mala-
ria e da dengue, tais como o uso de
inseticidas, praticas agricolas que le-
vam a diminui¢do das populacoes
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