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Quem nunca matou  

um mosquito? 

 

 

 

Quem nunca foi 

incomodado por 

 um mosquito? 

Mosquitos em nosso cotidiano: 

 

 



•Reino Animalia 

 

•Filo Arthropoda 

 

•Classe Insecta 

 

•Ordem Diptera 

 

•Família Culicidae 

Classificação e Biodiversidade da família Culicidae 

Fonte: (http://mosquito-taxonomic-inventory.info/ 

valid-species-list. Acessado: 30/10/2013). 

3.550 espécies 

Extensão 

 geográfica 

 dos mosquitos 

Fonte: http://animals.nationalgeographic.com/animals/bugs/mosquito 

90-190 Ma 



Fonte: Harbach, 2007 Anopheles gambiae 

 
Gênero Anopheles 

 

 

 

 

 

 
 

Malária 

 

 

Culex quinquefasciatus 

 Gênero Culex  
 

 

 

 

 

 

 

Oeste do Nilo 

Encefalite Japonesa 

 Filariose linfática 

Aedes aegypti 

Gênero Aedes 

Dengue 

Chikungunya 

Zika 

Febre amarela 

 

 

Culicídeos de interesse epidemiológico: 



Principais doenças transmitidas por mosquitos – Impactos: 

Fontes: WHO, 2016, Bhat et al., 2013 

• 3.9 bilhões em risco 

 

• 128 países em risco 

 

•390 milhões de casos 

 

•12.500 mortes 

Dengue - anualmente: Malária 2015: 

• 3.2 bilhões em risco 

 

• 95 países em risco 

 

• 214 milhões de casos 

 

• 438.000 mortes  

 Fonte: WHO, 2016 

Fonte: Bill e Melinda Gates 

Foundation 



Os 3 principais arbovírus em circulação no Brasil 

•Família Flaviviridae 

• Gênero Flavivirus 

Vírus Dengue 

4 sorotipos (DENV1-4) 

Vírus  Zika  

•Família Togaviridae 

• Gênero Alphavirus Vírus  Chikungunya  

Fontes:www.ebi.ac.uk/pdbe/ 
Sirohi et al., 2016 

Lanciotti et al., 2008 



Aedes aegypti  no Brasil  – Impactos: 

• Dengue Anualmente: 1 milhão de casos 

 

• Introdução de Chikungunya e Zika 

Zika: 

Chikungunya: 



Aedes aegypti 

Fatores biológicos,  

Comportamentais e 

 adaptações  

 

 

 

 

 

e adaptações  



Culicídeos X Relação com os humanos X Urbanização 

http://blog.ambientebrasil.com.br http://www.treehugger.com/files/2007/08/architects_aren.php 

Óleo sobre tela/Iara Abreu -  http://iaraabreu.blogspot.com/ 



Culicídeos  X Relação com os humanos X Urbanização 



Culicídeos  X Relação com os humanos X Urbanização 



Ciclo de vida dos mosquitos: 



Reprodução: 

 

• Proteínas de vitelo 

 

•Produção de ovos 

 

 

 

 

Transmissão de patógenos: 

 

• Ingestão 

 

• Infecção 

 

• Inoculação 

 

 

 

 

 

Culicídeos e o repasto sanguíneo: 

Par de 

ovários  

Infecção no invertebrado:  

 

• Produção de ovos 

 

• Longevidade 

 

• Fisiologia alterada 

 

•Expressão gênica 

 

• Transmissão vertical 

Hematofagia: 

 

 



http://auladengue.ioc.fiocruz.br/?p=68 

Aedes aegypti – Centro de dispersão e distribuição atual 



Aedes aegypti –  Evolução do sistema olfatório 



Como entender melhor as 

interações entre Aedes aegypti  

e as arboviroses emergentes 



Ciclo de vidas dos arbovírus – Hospedeiro invertebrado.... 



Repasto sanguíneo – Alimentadores artificiais.... 



Estudos de competência vetorial – Populações de campo 



Estudos de competência vetorial – Cepas de laboratório 



Estudos de competência vetorial – Cepas de laboratório 



Estudos de capacidade vetorial: 



Estudos de capacidade vetorial: 



Estudos de capacidade vetorial  - Cidade de Aracaju - SE 

• Rede Zika  - FAPESP 

 

•Atividades em Aracaju 

 

•Fevereiro 2016 

 

• ~600.000 Habitantes 

 

• ~180.000km2 



Bairros visitados em Aracaju: 



Coletas e triagem em laboratório: 



Resultados das Coletas: 

Costa-da-Silva et al., Dados não publicados 



Ensaios em laboratório: 

? 

Mosquitos coletados 
Na cidade  

Isolamento  

Viral 

Diagnóstico 



COMO CONTROLAR  

O MOSQUITO VETOR 

 

 

 



VETOR 

HOSPEDEIRO 

VERTEBRADO 
PATÓGENO 

ELO 

VULNERÁVEL 

Como controlar a transmissão das arboviroses? 

• Falta de drogas 

 efetivas 

 

• Resistência 

• Falta de amplos 

programas 

         (Dengue) 

 

• Novos patógenos 



Manejo Integrado de Vetores: 

VETOR 

X 



Controle Mecânico 
Remoção de criadouros 
Dificultar ação do mosquito 

1 

Manejo Integrado de Vetores: 



Controle químico 
Inseticidas (aduticidas e larvicidas) 
Repelentes 

2 

Manejo Integrado de Vetores: 



Controle biológico  
Predadores naturais (peixes/larvas) 
Agentes patogênicos 
 

3 

 Bacillus thuringiensis 
israelensis (Bti)  

Gambusia affinis 
 

Toxorhynchites theobaldi  

Manejo Integrado de Vetores: 



Coleta massiva 

Armadilha de adultos  

Armadilha de ovos 

4 

Manejo Integrado de Vetores: 



Estratégias 

alternativas  

de controle 



Métodos Genéticos 

Transgenia de mosquitos 
5 

Manejo Integrado de Vetores: 



Laboratório - Manipulação genética de mosquitos 

Infecção      

 
Mosquito Transmissão 

Mosquitos  

Transgênicos Manejo Integrado  

de Vetores 



? 

Como transformar os mosquitos... 



A primeira obtenção de mosquitos transgênicos 

• 1998: 



Elementos genéticos móveis ou de transposição 

Gene da transposase TRI TRI 

Elementos de transposição de classe II (1.3 a 3 Kb) 

 

10-30 repetições terminais invertidas 

 

Unidade transcricional interna codifica a transposase 

 

Promove o “corta e cola” 

Barbara McClintock 

Prêmio Nobel de 

 Fisiologia/Medicina (1983) 

Edição de DNA – CRISPr/CAs9: 



Anti-patógeno 

 

   Gene esterilizante 

Desenho e construção de genes: 

Gene marcador Identificação 

Gene efetor 

Onde? 

 

Quando? 

 

Quanto? 

 

Promotores 

 



Identificação do mosquito transformado... 

Água-viva 

Aequorea victoria  

Green Fluorescent protein 

(GFP)  
 Gene GFP 

Osamu Shimomura 

Prêmio Nobel de Química (2008) 

U.V. 



•  Sistema de transposição bipartido:  
1- Plasmídeo doador 
2- Plasmídeo auxiliador (codifica a transposase) 

+ Transposase Promotor Gene efetor 
Marcador 

(GFP) 
Promotor 

Plasmídeo doador 

ET 
Repetição 
Invertida Plasmídeo 

auxiliador 

Promotor 
ET 

Repetição 
invertida 

Solução de  
injeção 

Mix 



Microinjeção de ovos embrionados 

Agulha de vidro 

 

 Capilar de vidro 

 Estirador de capilar 

O ponto mais importante de uma boa injeção  

é a qualidade da agulha 



Sistema de microinjeção: 

Estereomicroscópio 

Micromanipulador 

automático 

Disparador da 

injeção 

  

Fixador do 

capilar 

Equipamento  

de Microinjeção 

Tempo de injeção 

 

Pressão 

 

Pressão de 

 compensação 

 

Volume 



Protocolo de microinjeção: 

1-3 dias 

3 dias 

Tubo plástico 

 com algodão úmido 

e papel filtro 

 1h e 

15min 

 



Alinhar os ovos 

(Pincel de pintura fino) 

Usar ovos cinzas 

 ou 

Cinza-escuros 

Sob lupa: 
Mesma  

orientação 

Pólo anterior é 

 levemente 

mais largo 

que o  

 Pólo posterior 

Injeção é feita no pólo posterior 

Células  

Precursoras da  

linhagem  

germinativa 

Produzirão gametas 

 na fase adulta 

  

 

     Estável  X  Transiente 



Agulha de vidro 

1- Dessecar os embriões em torno de 1 minuto 

2- Cobrir com óleo  – Parar dessecação 



Após microinjeção: 

Adultos G0 injetados X     Mosquitos selvagens  

4-5 dias -  Eclosão dos ovos microinjetados 

Desenvolvimento até fase adulta 

10 10         Injetadas : 

Pools de machos 

 10 1  Selvagens Injetado :      

Pools de fêmeas 

Triagem de larvas G1 

(uma por uma) 

Detecção do marcador  

Ex.: GFP 

Esteromicroscópio  

fluorescente 

com 

Filtro GFP  

Desenvolvimento da progênie  

até larva L4 

Adultos GFP positivos X  Selvagens            Estabelecimento da linhagem 

 Selvagens 



Larva Pupa Adulto 

Selvagem 

Positivo 

GFP 

63 665 

Construção 

Numero de 

embriões 

Adultos  

G0 

Larvas  

Triagem G1 

4.221 

Positivas  

(GFP) G1 

37 

Linhagem  

Transgênica 

2 
pMos [3XP3-

eGFP-AeVg-Malt-

Micro] 20 87  968 9 2 

•  Experimentos de microinjeção:  



HÁ INTRODUÇÃO DO 

TRANSGENE NA 

POPULAÇÃO 

 

GENE ANTI-PATÓGENO 

 

AUTO -SUSTENTÁVEL 

 TRANSGENIA DE 

MOSQUITOS 

SUPRESSÃO 

DE 

POPULAÇÃO 

SUBSTITUIÇÃO  

DE  

POPULAÇÃO 

NÃO HÁ INTRODUÇÃO 

DO TRANSGENE NA 

POPULAÇÃO 

 

GENE ESTERILIZANTE 

 

AUTO-LIMITANTE 

 

 



SUPRESSÃO 

DA 

POPULAÇÃO 

Selvagem ♂ 

Modificados ♂ 

♀ 

vs 



  Técnica do Inseto Estéril (SIT) 

Fonte: Wilke & Marrelli 2012 

1 2 3 4 5 

Gamma ray 

X-ray 



 Criação em massa 

 

 Separação por sexo 

 

 Esterilização 

 

 Transporte  

 

 Liberação 

 

 Cópulas/Machos 

estéreis 

 

 = Prole inviável 

1. Esterilização  do Macho 

2. Liberação 

Irradiação 

3. Supressão da População 

  Técnica do Inseto Estéril (SIT) 



Fonte: Wilke & Marrelli 2012 

   Evolução do SIT pelo uso de transgenia 

1 2 3 4 5 



Source: Alphey, 2002; Wilke & Marrelli 2012 

Source: Phuc. et al, 2007 

OXITEC Biotech (UK) 

OX513A 
  

• Sistema condicional: 

 Liberação de insetos carregando gene letal dominante  

 (RIDL®:Release of Insects with Dominant Lethality) 



tTA 

Minimal 

promoter 
tetO 

Antidote 

(Tetra) 

death 

Thomas et al. 2000 Science 287: 2474-6 

X 

X 

 Liberação de insetos carregando gene letal dominante  

 (RIDL®:Release of Insects with Dominant Lethality) 

OXITEC Biotech (UK) 

OX513A 
  

• Sistema condicional: 



RIDL 

Wild  

♂ 

♂ 

♀ 

 Supressão – Liberação inundativa:  



Com Tetraciclina  Sem Tetraciclina  



• Ilhas Cayman - UK 

 

• 41.200 habitantes 

 

• 23 semanas - 2010-2011 

 

• 3,3 milhões de machos  

liberados 

 

• 80% de supressão  

Harris et al (2012) Nature biotechnology 30 (9) 

O primeiro teste em campo da OX513A – Machos RIDL: 



Liberação de Aedes aegypti OX513 
 Avaliação da linhagem transgênica no Brasil 

SUPRESSÃO 
DA 

POPULAÇÃO 



As atividades do projeto: 



Itaberaba 
1400 casas 

550 km² 

Mandacaru 
600 casas 
360 km² 

Distância ~ 15 Km 

Locais: 
Juazeiro  

Bahia                  



Unidade de produção de Aedes aegypti  (UPAT) 

Machos - liberação  
 1 milhão/semana 



Fay, Morlan. Mosq News 19: 144–147, 1959 

Saco de trigo 

Processo de criação em massa: 

Controle de 
qualidade 



Armadilha de 

 adultos  

Colônia 

Geração para 

liberação 

Separação de pupas 

machos 
Distribuição em  

potes de liberação 

Ovos -> Pupas 

1 milhão/semana 

Liberações de Machos 

adultos 

Monitoramento 

Eclosão dos 

ovos 

Armadilha de 

 ovos 

Produção -> Liberação -> Monitoramento: 

Larvas analisadas 

Presença marcador 

fluorescente 

Controle de qualidade 



 

 

• Supressão: 

 

Índice de ovitrampa: 81%  

(95% CI: 74.9-85.2%)  

 

  

 

Resultados do projeto: 
• 2011-2013 

 

• Liberações: 1 ano e 5 

meses 

 

• 26 milhões de machos 

      liberados 

 



Novo Projeto – Jacobina/Bahia 

80 mil 
habitantes 



Outros testes da OX513 no mundo: 

Malasia 

 

• 2011- área sem habitantes 

 

• Estudos de sobrevivência e disperão 

 

Panama 

 

• Abril – Outubro 2014 

 

• Supressão entre 78-86% 

 

• Abundância de Ae. albopictus não foi afetada  

 

 

USA – aprovação do FDA – Agosto de 2016 

 

• Nenhum impacto significativo - Riscos 

 

• Aprovações adicionais do  Florida Keys Mosquito 

Control District 

Brazil  -  Piracicaba 

 

• Testes em campo - Oxitec 



How to improve Aedes aegypti transgenic lines  

for population suppression? 

POPULATION 

SUPRESSION 



How to improve Aedes aegypti  transgenic lines for 
population suppression? 

Producing sterile male strain  

 
• No larvae 

 

• Use of  tetracycline only for colonies. 

 

• Sterile conditional  construct (SCC 

X 
• RIDL – Death at late stages 

• Problem for surveillance  

•  Infestation index 

• Mosquito mass production 

•  Tetracycline  



  Wild   

Transgenic 

Release Release 

  Wild   

Transgenic 

Viable eggs 

Viable eggs 

Unviable eggs 

 Gene condition: DEACTIVATED   Gene condition: ACTIVATED  

Sperm  
production 

Sperm  
production 

Effector 
molecule 

Effector 
molecule 

Antidote Antidote X 

Conditional Genetic Sterilization 



60% Homozygous 
80% Reduction 

Sterile Conditional Construct (SCC) – Transgenic lines: 
H

at
ch

in
g 

 r
at

e 

Transgenic Lines 



How to improve transgenic lines of Aedes aegypti for 
population suppression? 

 

Producing Genetic Sexing Strain  

 

•  Sex conversion – Females to Males 

 

•  Manipulating the sex determining pathway 

 

• Mosquito mass production 

•   Sex separation – Male release 

• Time consuming 

• Cost-ineffective 



SUPRESSÃO 
DA 

POPULAÇÃO 

Em aplicação! 

 

Reintrodução 

 

Liberações constantes 

 

“Inseticida” 



TDR/World Health Organization: 

Key messages: 

 

 

• Efficacy evaluation 

 

• Biosafety 

 

• Ethics and public engagement 

 

• Regulatory Frameworks 

 

 

 

 

Source: www.who.int/tdr/ 



Selvagem ♂ 

transgênico ♂ 

♀ 

vs 

SUBSTITUIÇÃO
DE  

POPULAÇÃO 







ou 

HS EGFP Mx Sec61

RRRRSAGRRRRSAG

HS Mx Sec61

RRRRSAGRRRRSAG

EGFP

PIE EGFP

A4

A5

CT

Sítios de clivagem 

C 

pr 

M 

2A 

NS3 4A 4B 

NS5 

E 

NS1 

2B 

SA
G

 
R

R
R

R
 

X 

Lúmen do 

RE 

Citoplasma 

Apoptose 

Intestino -   
Previne a infecção 
(Replicação inicial) 

Mosquito morre 
(Disseminação viral) 

 Linhagem anti-dengue - Fenótipo de morte dupla: 



Embriões G0 Famílias Larvas Positivas 

1732 64 32 8019 4 

Braço  

direito 
Braço  

esquerdo 

 Obtenção da linhagem transgênica: 



Repasto sanguíneo – Alimentadores artificiais.... 



 Desafio com vírus Dengue – Injeção intratorácica: 

• Intestino – Barreiras de infecção (MIB) e barreiras de escape (MEB)  

Modified from Franz et al., 2015 



 Desafio com vírus Dengue – Injeção intratorácica: 
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Linhagens Selvagem A5Y

Amostras 10 10

Infectadas 10 10

% de infecção 100 100

N  médio de cópias 2,9 x 107 4,2 x 107

Desvio padrão 2,4 x 107 1,6 x 107

Cabeças
 14 dias após infecção

C
ó

p
ia

s
 g

e
n

ô
m

ic
a

 d
e

 D
E

N
V

-2
 /
c

a
b

e
ç

a



SUBSTITUIÇÃO
DE  

POPULAÇÃO Legislação / Aprovação 

 

Fixação do alelo / Gene drive 

 

 



Step 2. Substituição 

População natural 

Step 1. Supressão 

População residual 



Universidade de São Paulo Moscamed Brasil 

LEMI 

UPAT 
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