HISTORICO E ALTERNATIVAS PARA O CONTROLE DA POPULACAO DE
MOSQUITOS.
HYSTORY AND ALTERNATIVES FOR MOSQUITO CONTROL POPULATION.

RESUMO

Alguns Culicidae (Diptera) transmitem patogenos ao homem e apresentam grande
importancia em saide publica, pois geram elevada mortalidade e morbidade. Existem muitos
esfor¢os para tentar controlar as populacdes de mosquitos e patdégenos, porém alguns métodos
nao obtém o sucesso desejado. Nesta revisao propde-se a utilizagdo da tecnologia de RNA de
interferéncia para reduzir a competéncia vetorial do mosquito e também como alternativa para

o controle das populagdes de mosquitos.

ABSTRACT

Some Culicidae (Diptera) transmit pathogens to the human and are very important to
public health, once may cause death and morbidity. There are many efforts in order to control
these populations, but some methods are not sucessfully as it would be. On this review, the
purpose is use the RNA interference tecnology to reduce the insect vetorial competence and

also as an alternative to its population control.



1. INTRODUCAO.

As doengas transmitidas por mosquitos (Diptera, Culicidae), continuam gerando
grandes problemas em sadde publica, principalmente nas regides tropicais e subtropicais do
mundo. Apesar do esforco para o controle das populacdes de vetores a incidéncia de
arboviroses, protozooses € helmintoses t€ém aumentado significativamente nas ultimas duas
décadas. Estimativas da Organizacdo Mundial de Saide (OMS) indicam que as doengas
transmitidas por mosquitos estdo entre as principais causas de morbidade e mortalidade nos
paises em desenvolvimento. Aproximadamente 500 milhdes de casos de maldria resultam em
2,7 milhdes de mortes por ano. Segundo dados da OMS, a maldria € a 4* maior causa de
mortes entre criancas com menos de 5 anos de idade (WHO, 2005). As filarioses linféticas,
apresentam morbidade para cerca de 120 milhdes de pessoas no mundo. A dengue,
principalmente na sua forma hemorrdgica atinge mais de 2,5 bilhdes de pessoas, gerando
anualmente cerca de 24 mil 6bitos (SEVERSON et al, 2001).

Diante do quadro de gravidade e do elevado nimero de mortes e morbidade, gerados
devido as doencas, causadas pelos patdgenos e transmitidos por culicideos, existem grandes
esforcos para prevenir ou limitar a transmissdo dos agentes patogénicos, mas muitos deles
falham em algum aspecto, como os citados a seguir. A) O insucesso no desenvolvimento de
vacinas contra os patégenos. B) O desenvolvimento de resisténcia aos remédios anti-
maldricos pelo Plasmodium Marchiafava & Celli, 1885. C) A deterioracdo das condigdes
socio-econdmicas em muitas dreas endémicas resultam no colapso dos programas de
monitoramento e controle das doencas. D) Os programas de controle da populacdo de
mosquitos estdo sendo reduzidos devido a perda de estabilidade dos mesmos e também pelo
desenvolvimento de resisténcia das populacdo de mosquitos aos inseticidas (Severson et al,

2001).

1.2 ESTRATEGIAS DE CONTROLE.

A transmissdo dos arbovirus, protozodrios e helmintos é totalmente dependente da
presenca de populagdes de mosquitos vetores, desta forma os programas de controle ainda sdo
0 mecanismo de maior sucesso na prevencdo dessas doencgas. O controle dos culicideos
objetiva reduzir ou interromper o contato entre as populacdes humanas e as populacdes de

mosquitos vetores.



Medidas de controle dos mosquitos podem visar as larvas ou os adultos. As tomadas
contra as larvas podem compreender a elimina¢do ou modificagdo dos habitats (drenagem por
exemplo), ou a aplicag¢do de inseticidas nestes lugares. As medidas contra os adultos podem
ser de maneira preventiva (o uso de roupas protetoras, de telas ou de repelentes) ou aplica¢io
de inseticidas (BORROR & DELONG, 1988).

O controle integrado esta baseado em trés procedimentos técnicos, o controle
ambiental, quimico e o bioldgico, que geralmente sao utilizados em conjunto (FORATTINI,
2002). O controle ambiental consiste em modificar ao ambiente, tornando-o pouco propicio
para a sobrevivéncia dos mosquitos, como por exemplo, tomando-se medidas de saneamento
basico e na eliminagdo de criadouros, naturais ou artificiais, transitérios ou permanentes.

Do ponto de vista tedrico, parecem simples a execu¢do de medidas de controle
ambiental, como por exemplo, campanhas de eliminacdo de criadouros instituidas pelos
governo federal, estadual e municipal (para que nao se deixe acumular 4gua em pneus, ou
outro qualquer recipiente que possa servir como criadouro para mosquitos e também para que
a populagdo ndo acumule entulho que possa servir como criadouro). Mas estas necessitam
também de uma campanha educativa bem planejada. Caso este fator educativo nao seja
satisfatorio, corre-se o risco de voltar a situac@o anterior a das campanhas de erradicacao dos
vetores. A modificacdo do ambiente, de modo que este torne os criadouros nao produtivos,
deve ser feita de maneira que ndo leve a degradacdo do mesmo, trazendo conseqiiéncias
desagradaveis, tao discutidas atualmente.

O controle quimico se da através de uso de substancias, conhecidas por inseticidas ou
larvicidas. De acordo com o modo de acdo os larvicidas quimicos podem ser classificados
como: 1) Asfixiantes, que obstruem os espirdculos (6leos minerais); 2) De contato,
substancias que atravessam a superficie corporal ou penetram no corpo pelo sistema
respiratorio (organofosforados, carbamatos e piretrdides), 3) Géstricos, substancias que sdo
ingeridas pelas larvas e absorvidas pelo aparelho digestivo (Verde Paris e Bacillus
thurigiensis Berliner, 1911) e 4) Inibidores de crescimento, que sdo os que interferem na
ecdise ou comprometem formagao da quitina (metroprene e difluorbenzofurona).

No controle das formas adultas utilizou-se por muito tempo o DDT, porém este
composto tem a capacidade de persistir durante muito tempo no ambiente, acumulando-se nos
organismos de animais e vegetais, desta forma seu uso foi desaprovado. Porém o uso
freqiiente de inseticidas (organofosforados, carbamatos e piretréides) pode levar ao
desenvolvimento de resisténcia do mosquito a estes compostos, comprometendo o controle e

favorecendo a transmissdao de doencas (CARVALHO er al., 2004). Por este motivo deve



existir o monitoramento periddico da susceptibilidade das populacdes incriminadas na
transmissdo dessas doencas (LUNA et al., 2004; CAMPOS & ANDRADE, 2003). Além do
desenvolvimento de resisténcia nas populagdes de mosquitos aos inseticidas, pode ocorrer a
diminui¢do na populacdo de inimigos naturais, riscos de saide para homens e animais,
contaminac¢do dos lencdis fredticos e diminui¢do da biodiversidade (LACEY et al., 2001)

O controle biolégico pode ser definido como uma medida que visa a redugcdo da
densidade populacional de determinado vetor, pela influéncia de outra populagdo que possa
agir neste sentido (FORATTINI, 2002). A meta inicial do controle bioldgico € elevar a
densidade populacional do agente escolhido, apds introduzi-lo no ambiente.

Sao utilizados inimigos naturais, tanto vertebrados como invertebrados. Citam-se os
predadores, como peixes do géneros Gambusia Poey, 1854, Poecilia Schneider, 1801 e
Tilapia Smith, 1840, crustidceos dos géneros Mesocyclops Sars, 1914 e Triops Schrank, 1803
e insetos das familias Chironomidae e Corethrellidae algumas espécies do género
Toxorhynchites Theobald, 1901 (Culicidae). Os microparasitos sdo agentes infecciosos que
visam a redu¢do da populacdo de mosquitos, como alguns fungos dos géneros Coelomomyces
Keilin, 1921, Culicinomyces Couch, 1974, Lagenidium Schenk, 1859 e algumas espécies de
protozodrios dos géneros Amblyospora Hazard & Oldacre 1975, Parathelohania Codreanu
1966 e Edharzardia aedis (Kudo, 1930). Os macroparasitos, como o Romanomermis
culicivorax Ross & Smith, 1976 (Nematoda) que parasitam as larvas de mosquitos também
revelaram-se como possiveis agentes de controle biolégico (FORATTINI, 2002, LACEY et
al.,2001).

O sucesso do controle utilizando-se de fungos depende da correta propagacdo, da
formulacdo, da aplicacdo na dosagem adequada, da presenca de hospedeiros em estagios
susceptiveis e o ambiente em condi¢des favoraveis. O nematédeo Romanomermis culicivorax,
€ intolerante a ambientes poluidos, com muita matéria organica ou altos niveis de salinidade e
temperatura (LACEY et al., 2001).

As bactérias Bacillus thuringiensis subespécie israelensis (Bti) e Bacillus sphaericus
Meyer & Neide, 1904 revelaram aspectos promissores com larvicidas. Estas bactéria sao
encontrada no solo, produzem toxinas de elevado poder inseticida e agem nas células
gdstricas da larva, provocando sua lise. A grande vantagem do uso dessas bactérias como
larvicidas é de serem praticamente indcuas para o homem, permitem a sobrevivéncia de
insetos benéficos e inimigos naturais e apds cerca de 20 anos de utilizagdo (Bti) ndo se tem
revelado o desenvolvimento de resisténcia em populacdes naturais. No entanto, apesar de

ainda ndo se dispor de dados mais concretos, em estudos laboratoriais, certos resultados



indicam que possa se desenvolver resisténcia ao Bti em algumas populacdes de mosquitos
(Tabashnik, 1994). Outro ponto contrdrio a utilizagdo do Bfi, é que este apresenta baixa
estabilidade quando exposto ao meio ambiente, para que a acdo do inseticida perdure, ha
necessidade de aplicacdes seguidas. B. sphaericus traz algumas vantagens em relagdo ao Bti,
pois € mais persistente em ambientes poluidos e pode ser reciclado (ndo requer aplicacdes
constantes), mas seu espectro de acdo sobre as espécies de mosquitos € menor quando
comparado ao Bti (LACEY et al., 2001)

O sucesso na aplicagdo do controle bioldgico deve levar em consideragdao fatores
ecoldgicos e socioecondmicos. A eficicia do agente deve ser testada em condicdes de campo,
juntamente com a viabilidade de producdo em grande escala do inimigo natural
(FORATTINI, 2002). Deve ser avaliado também o impacto da introducdo destes agentes
sobre o meio ambiente, procurando-se manter o equilibrio ecolégico e dando preferéncia pela
utilizagcdo de organismos autdctones. No entanto, algumas espécies exoticas, como Tilapia,
podem ser utilizadas para o controle, pois suporta a redugdo populacional dos mosquitos e
tem—se a psicultura como fonte de rendimentos e alimentagdo, concomitante ao controle.

Para a implantagdo desses programas de controle biolégico, sdo necessarios alguns
avancos: melhoramento dos patdgenos, sua producdo e formulagdo, grande aceitagdo por suas
vantagens (eficdcia, seguranca e seletividade) e ndo a simples comparacdo com um produto
quimico. No entanto, em saide publica, sdo geralmente requeridos mais de um método de

controle, como ja mencionado, e costuma-se aplicar o controle integrado.

2. BIOLOGIA MOLECULAR E RNA DE INTERFERENCIA.

A combinacgdo da genética com a bioquimica veio revolucionar a biologia, propiciando
a extensdo dos estudos moleculares. Ao rdpido acimulo de conhecimentos dai resultantes,
somaram-se as possibilidades de manipulacdo dos genes. Assim os caracteres estruturais das
moléculas serviram de guia para poder-se observar as conseqiiéncias mutacionais do fenétipo
(FORATTINI, 2002).

A biologia molecular mostra-se como uma importante ferramenta para diversas areas
da biologia, tanto na ciéncia basica quanto na aplicada, auxiliando na resolucdo de questdes
de taxonomia, filogenia, ecologia e dinamica populacional. Tanto marcadores de DNA como
de proteinas tém revolucionado as ciéncias bioldgicas em muitas dreas de estudo (LOXDALE

& LUSHAI, 1998).



Os marcadores de proteinas (aloenzimas e izoenzimas) sdo um método mais barato,
rapido, de fécil interpretacdo e por conseqiiéncia de utilizagdo mais simples. Os marcadores
de DNA, sdo métodos mais caros quando comparados aos marcadores de proteinas e
requerem protocolos de elaboracdo mais sofisticados, equipamentos laboratoriais caros,
procedimentos de desenvolvimento prolongados (como por exemplo o isolamento de
oligonucleotideos clonados para desenvolver primers para detectar regides de microsatélites),
e em muitos casos os resultados ndo sao repetidos com facilidade. Algumas técnicas de
marcadores de DNA utilizadas sdo: RFLPs (Restriction fragment lenght polymorphisms);
DNA fingerprint; RFLP e PCR (Polymerase chain reaction) aplicada ao DNA mitocondrial
(mtDNA); PCR aplicada ao DNA nuclear (nDNA); microsatélites (Simple sequence repeats:
SSRs); RAPDs (Randomly amplified polymorphic DNA); AFLPs (Amplified fragment lenght
plymorphisms); DALPs (Direct amplification of lenght polymorphisms); FISH (Fluoresce in
situ hybridization probes), RT-PCR (Reverse transcriptase PCR) e PCR ELISA (Enzyme-
linked immuno-absorbent assay) (LOXDALE & LUSHALI 1998).

A utilizacdo de andlises mais sofisticadas, como as moleculares, pode representar
grandes avang¢os no controle das doengas e dos vetores. O campo da biologia molecular tem
expandido-se grandemente nos ultimos dez anos e muitos entomdlogos utilizam esta
tecnologia para campos além da taxonomia e ecologia.

Como exemplo da manipulacdo genética aplicado ao controle das populacdes de
Culicidae vetores, tém procurado-se introduzir mediante processo de clonagem, as toxinas de
Bacillus em outros organismos, como bactérias, que sao encontradas nos criadouros dos
mosquitos, dos quais as larvas costumam se alimentar (FORATTINI, 2002).

A introducdo de RNA de dupla fita (dsSRNA) em uma grande variedade de células
animais e vegetais, resulta na degradacio do RNA mensageiro homélogo (mRNA). Este
fendmeno é conhecido como RNA de interferéncia (RNAi) (FLORES-JASSO et al., 2004).

Tal tecnologia pode ser empregada para manipular a expressao e identificar funcdes de
genes em um genoma e consequentemente a biologia de inimeros organismos. (TAN & YIN,
2004, ABRAHAM & JACOBS-LORENA, 2004). Rapidamente esta tecnologia tornou-se
uma importante ferramenta para o “silenciamento” de genes.

O mecanismo de funcionamento do RNAi ainda ndo é completamente conhecido e
muitos pesquisadores estdo utilizando esta técnica de diferentes formas. A rdpida producio de
organismos, onde os genes de interesse foram seletivamente silenciados € um bom indicativo
que a técnica do RNAi é promissora em muitos campos, como por exemplo no campo da

virologia, na prevencao de infec¢des; supressdo da transcri¢do do genoma viral, bloqueio da



replicagdo viral e no esclarecimento das interagdes virus-hospedeiro (TAN & YIN, 2004).
Muitos destes estudos tem gerado grande otimismo para a utilizacdo da técnica de RNAi, pois
esta pode apresentar potencial terapéutico para o combate de doencas como a hepatite e a
AIDS (ABRAHAM & JACOBS-LORENA, 2004)

O processo tem inicio, a partir da formacao ou introdu¢do de moléculas de DNA em
dupla fita (dsSRNA), seja no nicleo ou citoplasma da célula. As moléculas de dsRNA sdo
reconhecidas e clivadas pela enzima RNase III (Dicer), formando pequenos segmentos com
21 a 26 nucleotideos de comprimento (small interfering RNAs ou siRNAs). Por uma via ainda
ndo determinada, os siRNAs degradam de maneira especifica moléculas de mRNAs cujas
sequéncias sejam homologas a dos siRNAs, ou pela inibi¢do da traducdo de moléculas de
mRNA alvo, resultando em reducgdo total ou supressdo na expressao destes genes (TAN &

YIN, 2004; TENERIUS, 2004; FINNEGAN et al., 2003, SCHWARZ et al. 2002).

2.1 APLICACOES DA TECNICA DE RNAI COM EFEITO NA REDUCAO DA
COMPETENCIA VETORIAL.

A competéncia vetorial de um mosquito resulta na avalia¢do, de cardter experimental,
da propriedade do vetor de se infectar, propiciar a multiplicacio do agente infeccioso e/ou
desenvolvimento e a subseqiiente transmissdo do agente infeccioso ao novo hospedeiro
(FORATTINI, 1992).

A manuteng¢do e transmissao de arboviroses na natureza, dependem que as populagdes
de mosquitos sejam geneticamente competentes € que suportem a infeccdo viral. Novas
estratégias devem ser investigadas para controlar os agentes infecciosos e seus vetores.

Uma dessas novas estratégias de controle, utilizando a técnica de RNAI, seria a
manipulacdo genética de mosquitos, como Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) para reduzir
profundamente e permanentemente a competéncia vetorial e consequentemente a transmissao
do virus. Este bloqueio podera ocorrer pela expressdo de moléculas antivirais especificas no
mosquito, como nas glandulas salivarias ou no intestino do mosquito transgénico, prevenindo
a replicacdo e transmissao do arbovirus. A técnica do RNAi pode ser este potencial antiviral,
que pode ser iniciado pela presenca de dsSRNA (TRAVANTY et al., 2004). Estes dsRNA sado
um dos primeiros sinais de alarme da invasdo de RNA virus, que iniciam uma cascata de
RNAI resultando na destruicdo do mRNA que possuem uma sequéncia homoéloga aos dsRNA.

Muitos RNA virus geram dsRNA nas células infectadas como bioproduto da

replicacdo e estes intermedidrios podem induzir a reacdo de RNAi. Existem evidéncias que



Aedes aegypti e Anopheles gambiae Giles, 1902 desenvolvem um RNAIi de resposta, podendo
silenciar a expressdo de genes enddgenos ou a replicacdo do virus apds a introducdo de
dsRNA direcionados a um gene especifico (TRAVANTY et al., 2004). Mas se os RNA virus
podem desencadear o processo de RNAi, porque os mosquitos sdo eficientes vetores de
arboviroses? Provavelmente o virus da dengue escape da agdo antiviral do RNAI, porque a
concentracdo destes dsRNA seja insuficiente para desencadear o processo de RNAi. UCHIL
& SATCHIDANANDAM (2003) sugerem que algumas arboviroses seqiiestram o dsSRNA no
citoplasma das células infectadas, que possivelmente limita o mecanismo de acdo do RNA..

Todavia € possivel induzir uma resposta de RNAi ao virus da dengue no intestino
médio quando o mosquito ingere sangue infectado, resultando neste modo na destruicao do
genoma do virus, antes que este possa livrar-se da resposta de RNAi e consequentemente
modificaria profundamente a competéncia vetorial do mosquito.

Para desenvolver essa linhagem de mosquitos transgénicos que transcrevessem uma
molécula efetora antivirus (vetor), formando dsRNA nas células dos mosquitos e disparando a
reacdo de RNAi. SANCHEZ-VARGAS et al. (2004) conduziram experimentos para observar
se Sindbis virus (SINV, Alphavirus, Togaviriadae) podem induzir resisténcia em mosquitos ao
virus da dengue do tipo 2 (DENV-2), similar aquela apresentada pelo mecanismo de RNA..
Os autores infectaram células de mosquitos fémeas com este virus recombinante contendo
290 nucleotideos do DENV-2 nas orientacdes sense e antisense. A infec¢do das células com o
virus recombinante em ambas orientacdes resultou na diminuicdo da capacidade infectante do
DENV-2.

A priori, ndo existe nenhuma razdo que impeca a utilizagdo da tecnologia de RNAIi
contra fildrias ou protozodrios, como o Plasmodium. Uma transgénese designada a expressar
dsRNAs no intestino médio do mosquito, poderia induzir o processamento desses dSRNAs em
siRNAs. Estes siRNAs poderiam ser capazes de penetrar nas formas do Plasmodium e por sua
atividade poderiam iniciar a reacdo de RNAI. Se a transgénese produzir dsSRNAs que forem
determinados a atingir um mRNA cujos produtos, por exemplo forem requeridos para a
mobilidade, infectibilidade ou viabilidade do esporozoito, este pode ndo avancar para o
proximo estagio do ciclo de vida do Plasmodium, desta forma impedindo a transmissao da
doenca (ADELMAN, et al, 2002)

Todavia, dSRNA gerados por Sindbis recombinate, ndo podem ser usados para atingir
genes envolvidos no desenvolvimento embriondrio e talvez ndo seja estratégia efetiva contra

genes larvais, pupais (OLSON, et al, 2000).



2.2 APLICACOES DA TECNICA DE RNAI COMO ALTERNATIVA NO
CONTROLE DAS POPULACOES DE MOSQUITOS.

A quitina, um polimero de N-acetilglicosamina, ¢ um dos principais componentes da
cuticula e da matriz peritréfica dos insetos. Sua funcio € revestir estruturas, dando suporte a
epiderme cuticular, traquéias e a matriz peritréfica. O crescimento e desenvolvimento dos
insetos € estritamente dependente da capacidade de remodelacdo das estruturas que contém
quitina. Para isto, os insetos sintetizam e degradam continuamente a quitina. A coordenagdo
da sintese da quitina e sua degradacio requerem um controle estrito das enzimas participantes,
para permitir as ecdises e a regeneracdo da matriz peritr6fica (MERZENDORFER &
ZIMOCH, 2003).

A cuticula, € secretada pela epiderme e constitui-se de trés camadas relativamente
distintas, epicuticula, exocuticula e endocuticula. A epicuticula é uma camada externa fina e
ndo contém quitina; a exocuticula e a endocuticula sdo camadas mais espessas € contém
quitina. As extremidades anterior e posterior do intestino sao revestidos por uma fina camada
de cuticula (BORROR & DELONG, 1988). A sintese e deposi¢do de quitina sdo
fundamentais para o desenvolvimento e sdo estritamente coordenadas dentro do ciclo de
mudas (ecdises). Cada mudanca de estddio larval estdo associados a secre¢do de uma nova
epicuticula e endocuticula e a cada estddio, a endocuticula torna-se mais fina. A cuticula
pupal € depositada durante os estdgios iniciais da metamorfose, pelas células da epiderme da
larva e do adulto, ao passo que a cuticula do adulto € secretada apenas pela epiderme do
adulto apds a apdlise da cuticula pupal, no qual esta envolvido o horménio ecdisona.
Geralmente os genes envolvidos na morfogénese sdo expressos durante os periodos de alta
concentracdo de ecdisona e aqueles envolvidos na formacdo da cuticula sdo expressos nos
periodos de baixa concentracdo do hormdnio (GAGOU, et al, 2002).

A matriz peritréfica reveste todo o intestino médio dos insetos, separando o conteddo
do limen intestinal das células do epitélio digestivo. Esta € a tnica regido do inseto que nao é
recoberta por cuticula e que estd em contato com o meio externo (na forma do alimento ou
sangue). E composta de proteinas, proteoglicanos e quitina, que juntos formam uma estrutura
robusta. Existem dois tipos de matriz peritréfica, a do tipo I que é encontrada nos adultos e sé
sintetizada apds a alimentacdo com sangue e a do tipo II que € sintetizada de forma
constitutiva (GUSMAO et al., 2002).

Suas fungdes sdo a protecdo contra a abrasdao nas paredes do intestino, facilitando a

digestdo, além da protecdo quimica contra possiveis agentes toxicos e também a protecdo
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contra a infec¢do por virus e parasitas (PASCOA et al., 2002, GUSMAO, et al., 2002).
Através da compreensdo da estrutura e funcdo da matriz peritréfica, podem ser desenvolvidas
novas estratégias para o controle de insetos vetores e também dos parasitas que alguns destes
insetos transmitem.

A parede do intestino médio pode ser considerada um mecanismo de defesa do
mosquito, pois € o primeiro tecido que os patdgenos tem que atravessar € € o maior
determinante da capacidade vetorial do culicideo. Os patégenos sdao ingeridos durante o
repasto sanguineo e primeiramente encontram o intestino. Os arbovirus, por exemplo podem
replicar-se no epitélio intestinal ou em outros lugares do corpo, antes de ter infectado as
glandulas salivdrias. Quando as glandulas estdo infectadas com o virus, a fémea torna-se
competente para a transmissdo durante toda sua vida (TRAVANTY et al., 2004).

Devido a alocagdo de peritrofinas (uma das proteinas constituintes da matriz
peritréfica) no tecido, anticorpos podem ser produzidos no inseto através de vacinacdo. A
ingestdo destes anticorpos pelo insetos, conduz a formacdo de uma camada fina, amorfa que
recobre a matriz peritréfica e consequentemente levaria a perda de permeabilidade da mesma.
Desde que a matriz peritréfica possa ser uma barreira contra a penetragao de virus, bactérias e
protozodrios entdo os mecanismos através dos quais alguns destes organismos penetram
através desta barreira podem ser alvos contra eles mesmos através interferéncia quimica e
imunolégica. A transmissio do Plasmodium pelo mosquito requer que o protozodrio penetre a
matriz peritréfica, através da secrecdo de uma quitinase. Esta quitinase € secretada em uma
forma inativa, como uma proenzima que € ativada por uma tripsina secretada pelo intestino
médio do inseto. A inibi¢ao desta quitinase ou da o tripsina bloqueia a transmissdo do virus
(ABRAHAM & JACOBS-LORENA, 2004, TELLAM et al, 1999).

A enzima quitina sintase catalisa a etapa final de incorporag¢ao da N-acetilglicosamina
no polimero de quitina. A sintese da quitina € especifica e muito promissora para o
desenvolvimento de pesticidas e consequentemente para o controle das populacdes de vetores.
A clonagem e a caracterizacio da quitina sintase, a partir do cDNA do mosquito adulto Aedes
aegypti, foram feitas por IBRAHIM et al. (2000) e os resultados demostraram que a enzima é
codificada por um tnico gene.

Devido a importancia da quitina em todas as fases da vida do mosquito, tanto na
formacdo do exoesqueleto quanto na formac¢do da matriz peritréfica, este polissacarideo pode
tornar-se um bom alvo na tentativa de inviabilizar o desenvolvimento dos vetores. A quitina
sintase € a enzima chave na producdo da quitina, o bloqueio da sintese desta enzima pode

inviabilizar o desenvolvimento do inseto, desta forma apresenta-se com uma estratégia para o
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controle de populacdes de mosquitos. Uma forma de bloquear a enzima quitina sintase € o
silenciamento do gene que a codifica, através da técnica de RNA..

Para testar a viabilidade desta técnica no controle de mosquitos, poderiam ser
construidos vetores bacterianos (ou em leveduras) contendo dsRNAs do gene da quitina
sintase, que seriam adicionados ao alimento servido para as larvas ou inseridos de alguma
forma nos mosquitos adultos. O processo de RNAi seria uma boa escolha pela sua eficiéncia e
especificidade, pois estd diretamente relacionado a seqiiéncia dos siRNAs produzidos e sua

homologia em relacdo ao gene alvo da quitina sintase.

3. DISCUSSAO

Muitas técnicas tradicionais de redugdo da populacdo de vetores e a prevencdo de
arboviroses ndo t€m tido sucesso, devido ao custo, a expansdo da urbanizacdo, ao aumento da
populacdo humana, a resisténcia aos inseticidas e a dispersao das espécies vetoras proveniente
da globalizacdo do comércio. Apesar da grande importancia médica e dos esforcos para
combater patdgenos e vetores, muitos estudos ainda sdo necessarios para obter melhores
resultados com os métodos rotineiramente utilizados e também para o desenvolvimento de
novas técnicas de controle. A utilizacdo de andlises mais avancadas, como as moleculares e a
transgénese podem representar grande avango conhecimento do genoma e funcdes de genes, e
em conseqiiéncia, estes conhecimentos gerados podem ser aplicadas para o controle de
vetores e patogenos.

A aplicacdo da tecnologia de RNAi sobre os adultos tem a funcdo de reduzir a
capacidade vetorial dos mosquitos e consequentemente a dispersdao da doenca. Provavelmente
a idéia mais interessante em relacdo a criagdo de um mosquito transgénico, € que este possa
gerar um fendtipo refratério, com a subsequente substituicdo da populacdo selvagem
(vetorialmente competente) por uma modificada, resistente a patégenos (ADELMAN et al.,
2002).

O maior desafio € expressar o dsRNA, efetor da reacdo de RNAi em tecidos
relevantes, para que esta tecnologia silencie a replica¢do viral em locais criticos do vetor,
como nas glandulas salivérias e no intestino médio. Se ocorrer sucesso, essa estratégia tem a
vantagem de subordinar uma resposta natural no vetor, causando o bloqueio da infeccdo viral

e por consequéncia afetar a transmissao da doenca (TAVANTY et al, 2004).
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A aplicacdo da técnica de RNAIi sobre os imaturos, serviria como controle da
populacdo de mosquitos, causando a morte destes e consequentemente controlando a
dispersdo da doenca, assim como citado para aplicagao da tecnologia de RNAi em adultos.

Devido a importancia da quitina em todas as fases de vida do mosquito, o bloqueio da
enzima quitina sintase constituiria-se em uma boa alternativa para o controle, pois
inviabilizaria o desenvolvimento e causaria a morte dos imaturos. No futuro, as formulagdes
obtidas, contendos os vetores bacterianos, podem constituir alternativa aos larvicidas
empregados, tanto quimicos quanto biolégicos, para o controle de vetores.

Contudo, cabe ressaltar que o controle dos vetores e por conseqiiéncia os patdgenos
por eles transmitidos, estdo inseridos em um quadro complexo de relagdes. Estdo envolvidos
questdes de educagdo publica, saneamento ambiental, métodos utilizados para o controle das
populacdes e sua eficdcia, o treinamento de pessoal especializado para a identificacdo e
controle dos mosquitos. No campo da pesquisa, muito estudos sdo necessarios para testar a
eficiéncia dos métodos utilizados (como por exemplo o monitoramento da resisténcia), testar
novos métodos de controle (como os bioldgicos) e verificar sua eficiéncia e aplicabilidade. Da
mesma forma devem ser incentivados os estudos a nivel molecular, como a tecnologia do
RNALI, pois sdo altamente especificos e podems ser aplicado tanto para o controle de vetores,

bem como o dos patégenos.
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