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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 
Mutações relacionadas com resistência a inseticidas e diversidade de Wolbachia 

pipientis em populações de Culex quinquefasciatus Say, 1823 do Brasil 

 

RESUMO 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Ramon Pereira Lopes 

Culex quinquefasciatus Say, 1823 (Diptera: Culicidae), vulgarmente conhecido como pernilongo, 
é um mosquito amplamente distribuído em todo o território brasileiro. Esta espécie antropofílica 
e naturalmente infectada por Wolbachia é principal vetora de patógenos responsáveis pelo 
desenvolvimento de doenças como a filariose linfática e a febre do Nilo Ocidental. O manejo 
ambiental e o uso de inseticidas são as estratégias mais empregadas para diminuir a densidade 
das populações naturais desse vetor. No entanto, o uso exacerbado desses compostos tem 
selecionado populações resistentes em todo o mundo, diminuindo a efetividade do controle 
químico. Embora exista no Brasil um programa governamental bem estruturado de vigilância e 
monitoramento da resistência a inseticidas em Ae. aegypti, são raros os estudos envolvendo Cx. 
quinquefasciatus neste sentido, ainda que o controle químico exerça pressão seletiva 
semelhante sobre estas espécies essencialmente urbanas.  O objetivo deste estudo foi avaliar a 
presença de mutações nos principais genes relacionados com resistência a inseticidas e a 
diversidade de Wolbachia pipientis em populações brasileiras de Cx. quinquefasciatus. 
Adicionamente, foi determinado o perfil de suscetibilidade a inseticidas em linhagens de 
laboratório de Cx. quinquefasciatus por meio de bioensaios padronizados pela OMS. Foi extraído 
o DNA de Cx. quinquefasciatus de duas linhagens de laboratório e de treze localidades 
brasileiras, cobrindo as cinco regiões do país, totalizando 744 amostras. A presença de mutações 
relacionadas à resistência a piretroides, organofosforados e ao biolarvicida Lysinibacillus 
sphaericus foi investigada por sequenciamento e diferentes métodos de genotipagem baseados 
em PCR, nos genes do canal de sódio regulado por voltagem (NaV), acetilcolinesterase (ace-1) 
e Culex quinquefasciatus maltase 1 (cqm-1).  Adicionalmente, determinou-se o grupo genético 
de Wolbachia pipientis naquelas mesmas amostras, baseado em amplificação por PCR dos 
genes bacterianos wsp e ftsZ. As duas linhagens de laboratórios foram consideradas suscetíveis 
aos inseticidas temefós e malathion.  Foram identificados 14 haplótipos para o gene NaV e 42 
para o gene ace-1.  A clássica mutação kdr L1014F do NaV foi observada nas populações de 
Boa Vista (2,2%), Manaus (1,6%), Cáceres (1,9%) e na linhagem JPA (1%).  O alelo mutante 
ace-1R foi observado na população de Foz do Iguaçu (3,5%). Nenhum dos alelos mutantes 
cqm1REC e cqm1REC-2 foram observados no gene cqm1. Todas as amostras apresentaram 
Wolbachia do supergrupo B, exceto alguns indivíduos (0.5%) de Caseara-TO que não estavam 
infectados pela bactéria. Alguns indivíduos de Recife (14,8%) e Campina Grande (45%) indicam 
a possibilidade de superinfeção pelos supergrupos A e B.   A presença de alelos classicamente 
relacionados à resistência em populações de Cx. quinquefasciatus de diferentes regiões do país 
indica fortemente a necessidade de se implementar um programa de monitoramento de 
resistência a inseticidas para esse vetor. A existência de W. pipientis do supergrupo A em Cx. 
quinquefasciatus do Brasil surpreende e indica necessidade de maiores estudos neste sentido. 
 
Palavras-chave: NaV, ace-1, cqm1, controle de vetores, entomologia molecular, pernilongo  
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Resistance related mutations and Wolbachia pipientis diversity in Culex 

quinquefasciatus Say, 1823 from Brazil 

 

ABSTRACT 

PHD THESIS IN PARASITE BIOLOGY 

Ramon Pereira Lopes 

 

Culex quinquefasciatus Say, 1823 (Diptera: Culicidae), commonly known as the southern house 
mosquito, is widely distributed throughout the Brazilian territory. This anthropophilic species and 
naturally infected with Wolbachia is the main vector of pathogens responsible for the development 
of diseases such as lymphatic filariasis and West Nile fever. Environmental management and use 
of insecticides are the most employed strategies aiming at to decrease the density of natural 
populations of this vector. However, the exaggerated use of such compounds has selected 
resistant populations worldwide, decreasing the effectiveness of chemical control. Although there 
is a well-structured governmental program in Brazil for surveillance and monitoring of insecticide 
resistance in Ae. aegypti, studies involving Cx. quinquefasciatus in this sense are rare, even 
though chemical control exerts similar selective pressure over these essentially urban species. 
The aim of this study was to evaluate the presence of mutations in the main insecticide resistance 
related genes and the diversity of Wolbachia pipientis in Cx. quinquefasciatus Brazilian 
populations. In addition, the profile of susceptibility to insecticides in laboratory strains of Cx. 
quinquefasciatus was determined using WHO-standardized bioassays. The DNA of the insects 
was extracted from two laboratory strains and from thirteen Brazilian populations, covering the 
five regions of the country, totaling 744 samples. The presence of mutations related to resistance 
to pyrethroids, organophosphates and the biolarvicide Lysinibacillus sphaericus  was investigated 
by sequencing and through different PCR-based genotyping methods, in their respective target 
genes: voltage-regulated sodium channel (NaV), acetylcholinesterase (ace-1) and Culex 
quinquefasciatus maltase 1 (cqm-1). Additionally, the genetic supergroup of Wolbachia pipientis 
was determined in those same samples, based on PCR amplification of the bacterial genes wsp 
and ftsZ. Both laboratory strains were considered susceptible to the insecticides temephos and 
malathion. The total of 14 haplotypes were identified in the NaV gene and 42 in the ace-1 gene. 
The classic L1014F kdr mutation was observed in the populations of Boa Vista (2.2%), Manaus 
(1.6%), Cáceres (1.9%) and in the JPA strain (1%). The ace-1R mutant allele was observed in the 
population of Foz do Iguaçu (3.5%). Neither of cqm1REC and cqm1REC-2 mutant alleles were 
observed in the cqm1 gene. All samples harbored supergroup B Wolbachia, except few 
individuals (0.5%) from Caseara-TO, which were not infected. Some samples from Recife (14.8%) 
and Campina Grande (45%) indicated the superinfection, containging both supergroups A and B. 
The presence of alleles classically related to insecticide resistance in Cx. quinquefasciatus natural 
populations from different regions strongly indicates the needs of implementing an insecticide 
resistance monitoring program for this vector. The occurence of supergroup A W. pipientis in 
Brazilian Cx. quinquefasciatus is surprising and indicates the necessity of further studies in this 
regard. 

 

Keywords: NaV, ace-1, cqm1, vector control, molecular entomology, Southern house mosquito 
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1. Introdução 

 Culex quinquefasciatus (Diptera:Culicidae) é um mosquito membro do 

complexo de espécies Culex pipiens, ordem Diptera, família Culicidae, filo 

Arthropoda.  Essa espécie foi primeiramente descrita por Thomas Say no ano de 

1823 quando coletada em grande quantidade ao longo do Rio Mississipi, sudeste 

dos Estados Unidos da América (Say 1823). Em 1828, a espécie foi redescrita 

por Christian Wiedemann como Culex fatigans (Wiedemann 1828), o que fez que 

ambos os nomes passassem a ser utilizados até boa parte do século XX, quando 

Sirivanakarn & White (1978) designaram um neótipo para Cx. quinquefasciatus 

esclarecendo e estabilizando a nomenclatura da espécie. De acordo com a Lei 

de Prioridade, artigo 23 do Código de Nomenclatura Zoológica, o nome 

quinquefasciatus Say, 1823 passou a ser reconhecido por preceder o fatigans 

Wiedemann, 1828. Desde então, Cx. quinquefasciatus foi gradualmente 

prevalecendo na literatura científica. 

 Um complexo de espécies pode ser definido como um grupo de espécies 

evolutivamente relacionadas e dificilmente distinguíveis morfologicamente 

(Collins & Paskewitz 1996). De acordo com Knight (1978), o complexo Culex 

pipiens é formado por Cx. pipiens Linnaeus 1758, Cx. quinquefasciatus Say 

1823, Cx. pipiens pallens Coquillett 1898, Cx. globocoxitus Dobrotworsky 1953 

e Cx. australicus Dobrotworsky & Drummond 1953, possuindo distribuição global 

(Figura 1). Entretanto, a sua classificação como “complexo” de espécies e seus 

componentes vêm sendo questionados, sugerindo a mudança de Complexo 

pipiens para Assembléia pipiens, de “Pipiens Assemblage” em inglês (Harbach 

2012). 

 
Figura 1 - Distribuição global do complexo Culex pipiens. Fonte: Copiado de Farajollahi et al 
(2011) 
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1.1 Origem e distribuição da espécie 

 Estudos indicam que Cx. quinquefasciatus seja original da Ásia e suas 

vias de expansão para o Novo Mundo estejam relacionadas com atividade 

humana e que sejam semelhantes às propostas para o mosquito Aedes aegypti 

(Linnaeus, 1762) (Tabachnick 1991; Fonseca 2006). Há evidências de que Cx. 

quinquefasciatus tenha sido introduzido no Novo Mundo e Austrália através de 

embarcações à vela utilizadas durante o comércio de escravos antes de 1800 

(Belkin 1962).  

  Um recente estudo reuniu mais de 1.400 registros de ocorrência de Cx. 

quinquefasciatus e criou mapas indicando as regiões com condições climáticas 

ideais para a ocorrência atual da espécie (Figura 2), bem como sua provável 

expansão (Figura 3) frente às perspectivas de alterações das condições 

climáticas (Samy et al 2016).  Em condições atuais, a espécie já apresenta 

condições adequadas de distribuição nos cinco continentes, essencialmente nas 

zonas tropical e subtropical, podendo se expandir para regiões temperadas.  As 

regiões do leste da Ásia, África Ocidental e Europa Ocidental foram classificadas 

como ambientalmente adequadas, embora poucos pontos de ocorrência tenham 

sido registrados nessas áreas (Figura 2). 

 

Figura 2 - Distribuição potencial de Cx. quinquefasciatus baseada nas condições 
climáticas. As faixas azul e branca representam as áreas com condições climáticas adequadas 
e inadequadas à ocorrência da espécie, respectivamente, baseando-se nas condições climáticas 
até 2016. Fonte: Adaptado de Samy et al (2016) 
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 Em condições futuras, a espécie demonstraria um potencial de 

distribuição similar ao observado para a atual (Figura 3), com alguma expansão 

provável nas próximas décadas em destaque para o sul da Austrália. 

 

Figura 3 – Possível expansão da distribuição de Cx. quinquefasciatus no mundo nas 
próximas décadas. As cores vermelha e branca respresentam, respectivamente, regiões 
prováveis e improváveis de distribuição da espécie, de acordo com estimativas de mudanças 
climáticas. Fonte: Adaptado de Samy et al (2016). 

 

 No Brasil, Cx. quinquefasciatus ocorre em todo o país. Sua distribuição e 

abundância são fortemente influenciadas pela presença humana, sendo 

encontrado em maior número nos meses quentes e chuvosos em aglomerados 

humanos, nos centros urbanos e em regiões rurais. Pode ser encontrado durante 

todo o ano, ininterruptamente (Forattini et al 1993; Consoli & Lourenço de 

Oliveira 1994). 

 A degradação do ambiente urbano e a exposição a inseticidas aplicados 

em campanhas de controle representam pressões seletivas que atuam sobre a 

estrutura genética das populações brasileiras de Cx. quinquefasciatus. Tais 

eventos representam gargalos genéticos que aumetam a homogeneidade 

fenotípica da espécie (Morais 2011). Alguns estudos de estrutuação 

populacional de Cx. quinquefascistus do Brasil, baseados em análises de DNA 

mitocondrial, DNA ribossomal e microssatélites, indicam que as populações 

brasileiras do vetor possuem baixa diversidade genética e morfológica (Wilke et 

al 2014; Morais et al 2012; Carvalho 2017). 



 

4 
 

 Morais et al (2012) avaliaram a diversidade dos genes mitocondriais cox1 

(citocromo C oxidase) e nd4 (subunidade 4 do NADH desidrogenase) e dos 

genes ribossomais 5.8S e 28S em Cx. quinquefasciatus de diferentes regiões do 

país. Para o gene cox1 apenas quatro haplótipos foram observados, com 3 

substituições sinônimas e uma não sinônima, o que permitiu a divisão dos 

mosquitos brasileiros em apenas 2 grupos, com um deles localizado no sul do 

país. O gene nd4 foi altamente conservado, não apresentando nenhum 

polimorfismo, mesmo entre populações de diferentes regiões geográficas. As 

análises dos genes ribossomais também apontaram baixa diversidade genética 

para a espécie. Caracteristica que também foi reforçada por trabalhos com até 

12 loci de microssatélites em Cx. quinquefasciatus do Brasil (Wilke et al 2014; 

Carvalho 2017). 

 

1.2     Biologia 

 O ciclo de vida do Cx. quinquefasciatus pode ser dividido em quatro 

principais fases:  ovo, larva, pupa e adulto. A duração desse ciclo pode variar 

entre 8 e 14 dias, dependendo de fatores como umidade, disponibilidade de 

alimento e principalmente temperatura (Subra 1981). Em condições naturais, os 

machos vivem apenas uma ou duas semanas, mas as fêmeas podem viver mais 

de dois meses (Manimegalai & Sukanya 2014). 

 

1.2.1 Ovos 

 Os ovos de Cx. quinquefasciatus são postos individualmente na superfície 

da água em forma de uma jangada única (Figura 4), que contém em média 155 

ovos, que eclodem entre 24 e 72 horas após a oviposição (Bates 1949). As 

jangadas inicialmente apresentam coloração clara e escurecem em poucas 

horas. O número de ovos pode variar de acordo com a fonte e o volume de 

sangue ingerido pela fêmea (Subra 1981). Fêmeas que se alimentam de sangue 

de aves geralmente colocam mais ovos em comparação as que se alimentam de 

sangue humano (Krishnamurbt & Pal 1958). Diferente do Ae. aegypti, os ovos de 

Cx. quinquefasciatus não são resistentes a dessecação, tornando-se 

completamente inviáveis se expostos em ambiente seco por mais de 5 horas 

(Vargas et al 2014). 
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Figura 4 - Jangada de ovos de Cx. quinquefasciatus. Fonte: Fotografia de Sean McCann, 
em Hill & Connelly (2009) 

 

1.2.2 Larvas 

 As larvas apresentam cabeça curta e robusta, com tonalidade mais escura 

em direção à base (Figura 5). Seu abdômen é dividido em 8 segmentos, com 

padrão de cerdas exclusivo para cada segmento (Sirivanakarn & White 1978). 

Elas se alimentam contínua e intensamente, passando por 4 estádios de 

desenvolvimento que são regulados pela nutrição, temperatura e densidade 

populacional no criadouro (Clements 1963). Ukubuiwe et al (2019) demonstram 

que larvas de criadouros com grande densidade populacional (1 larva/1,25 mL) 

demoram, em média, o dobro do tempo para completar o seu desenvolvimento, 

quando comparadas com larvas de criadouros com baixa densidade 

populacional (1 larva/ 10 mL). A temperatura ótima para o desenvolvimento das 

larvas é de aproximadamente 30ºC (Rueda et al 1990) e o período entre o 

primeiro e último estádio varia entre 5 e 10 dias, sendo mais curto para os 

machos (Subra 1981; Brasil 2011). Assim como larvas de outros mosquitos, as 

de Cx. quinquefasciatus progridem até o quarto estádio, param de se alimentar 

e passam para o estágio pupal (Gerberg et al 1994). 
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Figura 5 - Larvas de Culex quinquefasciatus (quarto estádio). Fonte: ICPMR (2002) 

 

1.2.3 Pupas 

 Possuem formato de vírgula, apresentando cabeça e tórax fundidos 

(Figura 6). Nadam ativamente e não se alimentam. Suas reservas energéticas 

adquiridas durante a fase de larva são consumidas durante o processo de 

transformação em adulto (Brasil 2011). O estágio de pupa dura 

aproximadamente 36 horas, porém esse período pode variar e é dependente de 

fatores como a temperatura (Gerberg et al 1994). Em regiões onde as estações 

do ano são mais distintas, as fêmeas de Cx. quinquefasciatus emergem em 

maior número do que os machos (Hayres 1975). 

 

Figura 6 - Pupa de Culex quinquefasciatus. Fonte: copiado de Hill & Connelly (2009) 
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1.2.4 Adultos 

 O indivíduo adulto é marrom, com tórax, probóscide, tarso e asas mais 

escuros do que o restante do corpo (Sirivanakarn & White 1978). Antenas e 

probóscide apresentam comprimento semelhante, podendo a antena ser um 

pouco mais curta em alguns casos. As escamas do tórax são estreitas, 

alongadas e curvas, com coloração amarelo-douradas. Na região basal de cada 

tergito, o abdômen tem faixas pálidas, estreitas e arredondadas (Consoli & 

Lourenço de Oliveira 1994; Darsie & Ward 2005). Os machos são ligeiramente 

menores que as fêmeas e se diferem pela presença de antena plumosa e palpos 

longos (Figura 7). A genitália masculina se projeta para fora do último segmento 

do abdomên. Depois que emergem, os adultos ficam em repouso na superfície 

da água por algumas horas, para que haja o endurecimento da cutícula, 

tornando-os aptos para os primeiros vôos, que geralmente são de distâncias de, 

no máximo, 100 metros (Brasil 2011).  Entre 24 e 36 horas depois da 

emergência, as fêmeas geralmente já se encontram fertilizadas pelos machos e 

realizam sua primeira alimentação sanguínea.  

 Macho e fêmea se alimentam de carboidratos provenientes de tecido 

vegetal em decomposição, néctar de flores e frutos, porém as fêmeas 

necessitam de sangue para maturação e desenvolvimento dos ovos. Após a 

digestão do sangue, que leva aproximadamente 70 horas (Lehane 2005), a 

fêmea procura um local adequado para colocar seus ovos e, dessa forma, o ciclo 

recomeça.  Uma única fêmea coloca até 5 jangadas de ovos durante sua vida. 

O tempo entre a oviposição e um novo repasto sanguíneo é de até 12 horas 

(Subra 1981, Gerberg et al 1994). 

 

Figura 7 - Adultos macho (esquerda) e fêmea (direita) de Cx. quinquefasciatus. 
Fonte:ICPMR (2002). 



 

8 
 

1.3 Hábitos, habitat e preferências alimentares 

 Culex quinquefasciatus é altamente antropofílico e de hábitos noturnos, 

picando as pessoas dentro e fora das residências (Subra 1981). Estudos 

sugerem que o pico de maior atividade da espécie ocorre durante a madrugada, 

entre 1 e 2 horas da manhã e que o número máximo de tentativas de picadas 

fora e dentro das casas ocorre nesse mesmo período ou um pouco mais cedo 

(Subra 1972; Brunhes 1975).  De forma geral, as fêmeas da espécie realizam 

picadas em qualquer parte do corpo humano, mas aparentemente têm 

preferência por membros inferiores (Self et al 1969; Oduola & Awe 2006), 

principalmente pés e tornozelos (Figura 8). Essa espécie é considerada 

oportunista, sendo capaz de realizar repasto sanguíneo de forma eficiente em 

diferentes fontes. Além de humanos, há registros de fêmeas se alimentando de 

vários animais, como por exemplo: aves, anfíbios, répteis, cavalos, porcos, gado, 

coelhos, ovelha e cães (Bhattacharya et al 1982, Lee et al 1989; Holder et al 

1999).  

 

 

Figura 8- Densidade de fêmeas de Culex quinquesfaciatus atraídas por diferentes partes 
do corpo humano. Fonte: Adaptada de Oduola & Awe (2006) 

 Durante o dia, fora do período de atividade ou depois de realizarem o 

repasto sanguíneo, fêmeas de Cx. quinquefasciatus repousam em diferentes 

abrigos. Têm preferência por locais úmidos, pouco ventilados e escuros. No 

peridomicílio, podem ser encontradas repousando debaixo de tanques de lavar 

roupas, entulhos e folhagens. Já dentro das casas, se abrigam em qualquer 

cômodo ou móvel, dando preferência para os locais escuros, dormitórios e para 
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o banheiro da residência, devido a uma maior umidade do local (Consoli & 

Lourenço de Oliveira 1994). Em regiões mais afastadas das casas, como nas 

proximidades de córregos e rios poluídos, esses mosquitos se abrigam nas 

vegetações marginais e aquáticas. A vegetação rasteira desses locais cria um 

ambiente úmido, ideal para o abrigo dos mosquitos. Nessas regiões é possível 

encontrar um grande número de machos e também de fêmeas em estágios 

fisiológicos distintos (Brasil 2011). 

1.4 Criadouros 

 Qualquer local contendo água parada ou com pouca movimentação é um 

potencial criadouro para Cx. quinquefasciatus. Entretanto, há preferência por 

criadouros artificiais com água rica em matéria orgânica em decomposição, de 

aspecto sujo e com mal cheiro (Forattini 1962).  Os criadouros podem ser 

caracterizados de acordo com o seu volume, acesso, natureza, extensão e 

duração. Um quadro disponibilizado em Brasil (2011) reúne e classifica 

exemplos de criadouros para a espécie (Figura 9). 

 

Figura 9 - Classificação de criadouros de Cx. quinquefasciatus. Fonte: Brasil (2011)  
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 Tais criadouros não são exclusivos de Cx. quinquefasciatus e podem ser 

utilizados para oviposição de outros mosquitos, como o Aedes aegypti (Subra 

1981). Larvas de ambas as espécies podem ser encontradas em uma grande 

variedade de criadouros, como recipientes artificiais, fossas sépticas, piscinas 

abandonadas e valões (Obando et al 2007, Burke et al 2010). Em criadouros 

onde a quantidade de alimento é escassa, larvas de Ae. aegypti levam vantagem 

sobre as de Cx. quinquefasciatus devido ao hábito de alimentação ativa e seu 

rápido desenvolvimento. Apesar disso, não há indícios de competição 

assimétrica entre Cx. quinquefasciatus e Ae. aegypti, o que permite a 

coexistência nos criadouros (Santana-Martinez et al 2017). 

 Em culicídeos, a seleção de criadouros é feita por atrativos ou repelentes 

encontrados nesses locais, como compostos voláteis resultantes da fermentação 

de matéria orgânica e feromônios de oviposição (Bentley & Day 1989). Para Cx. 

quinquefasciatus, o composto 3-metilindol (escatol), produzido pela degradação 

de matéria orgânica, é um dos principais atrativos de oviposição presente nos 

criadouros (Millar et al 1992). Além disso, ovos com um dia de idade liberam da 

sua porção apical o composto (5R,6S)-6-acetoxy-5-hexadecanolida 

(acetoxihexadecanolida), um feromônio que funciona como um sinalizador 

natural para outras fêmeas grávidas (Bruno & Laurence 1979). A presença desse 

feromônio funciona como um atrativo, indicando para a fêmea que o criadouro é 

adequado para o desenvolvimento das larvas. Porém, quando este composto se 

encontra em alta concentração, passa a exercer efeito contrário, atuando como 

repelente (Mboera et al 1999; Clements 1999). 

1.5 Fator de incômodo e importância em saúde pública 

 Os mosquitos talvez tenham maior influência sobre a saúde do ser 

humano do que qualquer outro inseto e isso se justifica não só na sua 

importância na transmissão de patógenos, mas também no desconforto e 

incômodo que causam na população humana (Pratt et al 1963). Cx. 

quinquefasciatus é capaz de promover considerável aborrecimento para 

pessoas constantemente expostas às picadas. Esse fator de incômodo é um 

índice subjetivo que depende de variáveis como idade, predisposição genética 

pessoal e também da densidade de mosquitos (Kirk et al 2000). 
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 Em Bamaco (capital do Mali, África), foram registrados índices de 

centenas de picadas de Cx. quinquefasciatus por pessoas no interior das casas 

durante uma única noite (Subra 1965). O efeito das picadas é algo complexo de 

se mensurar, mas não há dúvidas de que podem provocar alergias, perda de 

sono e ulcerações na pele, que por sua vez, reduzem a qualidade de vida do 

indivíduo (Brasil 2011). As populações mais expostas às picadas de Cx. 

quinquefasciatus são aquelas que vivem em regiões com habitações precárias 

e sem saneamento básico adequado. Esses locais são propícios para a 

proliferação e disseminação dos mosquitos (Bonfim 2009). 

 No Brasil, onde o Cx. quinquefasciatus é conhecido como pernilongo ou 

muriçoca, sua alta infestação em determinadas regiões faz com que seja 

considerado uma praga (Forattini 2002). Em São Paulo, por exemplo, há vários 

anos, moradores que vivem próximos às margens do Rio Pinheiro sofrem com o 

incômodo causado pelas altas densidades e picadas deste inseto (Bracco et al 

1997, Morais et al 2006), mas recentemente a situação parece ter saído de 

controle. Em 2017, a infestação do mosquito foi tão alta que a população do local 

chegou a exigir da prefeitura uma pulverização de inseticida emergencial por 

meio de um abaixo assinado com mais de 8 mil assinaturas (Brasil 2017). No 

ano de 2018, os moradores chegaram a realizar uma força-tarefa para tentar 

conter a proliferação do Culex, que pela primeira vez permaneceu alta, mesmo 

durante o inverno (Brasil, 2018). A infestação por Cx. quinquefasciatus não é 

exclusiva de São Paulo. Centros urbanos em outros estados também sofrem 

com o mesmo problema, como é o caso da Bahia (Santos & Calado 2014), Minas 

Gerais (Borges 2014) e de Pernambuco (Correia et al 2012). 

 Além de representar um fator de incômodo, Cx. quinquefasciatus também 

é vetor de patógenos responsáveis pelo desenvolvimento de algumas doenças 

de importância significativa em saúde pública. É considerado o principal vetor de 

Wuchereria bancrofti (Cobbold 1877), nematoide agente etiológico da filariose 

linfática e que tem o homem como seu único hospedeiro definitivo (Bran 1967). 

Culex também é capaz de transmitir o nematoide Dirofilaria immitis (Leidy 1856), 

responsável pelo desenvolvimento da filariose canina que é capaz de afetar 

outros mamíferos, inclusive o homem (Labarthe et al 1998). Este mosquito 

também é competente para transmitir alguns arbovírus como os vírus do Nilo 

Ocidental (Lanciotti et al 1999), encefalite de Saint Louis (Tsai & Mitchell 1989), 
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Encefalite Japonesa (Reuben et al 1994), chikungunya (Rudnick & Hammon 

1961; White 1971) e Rift Valley (Meegan 1979). Em Bhattacharya & Basu (2016) 

está disponível uma lista de patógenos encontrados e isolados de Cx. 

quinquefasciatus em condições naturais e de laboratório. 

 No Brasil, os patógenos transmitidos por Cx. quinquefasciatus e de maior 

importância médica são Wuchereria bancrofti (Azevedo & Dobbin 1952), vírus da 

febre do Nilo Ocidental (Ometto et al 2013), vírus mayaro (Serra et al 2016) e,  

possivelmente, o vírus Zika (Fernandes et al 2017; Ayres et al 2019). 

 

1.6 Controle vetorial 

 Como outras espécies de mosquitos, Culex apresenta curto ciclo de vida, 

elevada fecundidade e alto nível reprodutivo. Tais características por si só já 

dificultam o controle da espécie, pois favorecem rápida recuperação da 

densidade populacional caso as ações de controle sejam interrompidas. 

Adicionalmente, as fêmeas de Cx. quinquefasciatus tem preferência por 

criadouros ricos em matéria orgânica, como esgotos, valões e cursos d’água 

poluídos. A água presente nesses locais é pobre em oxigênio dissolvido, o que 

reduz a presença e o desenvolvimento de predadores naturais (Weinstein et al 

1997). Este fato associado à grande disponibilidade de alimento colabora para a 

manutenção dos altos níveis de densidade populacional desse mosquito. 

Portanto, para que sejam eficazes, as ações de controle da espécie devem ser 

realizadas de forma constante, priorizando medidas que funcionem a longo 

prazo (Brasil 2011).  

 De acordo com a OMS, as melhores formas de controle vetorial envolvem 

o ordenamento ambiental, prevenindo sua proliferação e o contato vetor-

hospedeiro. As medidas para prevenir a proliferação de mosquitos devem ser 

compostas por intervenções permanentes ou temporárias visando a eliminação 

ou vedação dos criadouros em potencial. Quando bem empregadas, tais 

intervenções reduzem ou dispensam a necessidade de aplicação de inseticidas. 

A prevenção e redução do contato vetor-hospedeiro têm como objetivo reduzir a 

exposição humana às picadas do mosquito, tendo impacto direto na redução do 

risco de infecção por patógenos e na melhoria da qualidade de vida e saúde da 
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população. Caso a execução dessas ações não seja possível, é indicado que se 

realize o controle biológico ou químico (WHO 1980). 

 

1.6.1 Controle biológico 

 O controle biológico é feito por meio da utilização de predadores, 

competidores e patógenos de mosquitos com o intuito de reduzir a densidade 

populacional do inseto. Até o final da década de 1970, o controle biológico 

utilizava prioritariamente peixes que se alimentam de larvas, o que fez desse 

método o mais antigo e bem conhecido dentro do controle biológico de mosquitos 

(Chandra et al 2008). O primeiro obstáculo encontrado para o uso de predadores 

como método de controle de Cx quinquefasciatus é encontrar espécies que se 

adaptem e sobrevivam aos criadouros preferenciais da espécie, ou seja, 

ambientes com água altamente poluída e pobre em oxigênio (Subra 1981). Na 

literatura, os dois peixes descritos como mais utilizados para o controle de Culex 

e que conseguem sobreviver nessas condições são as espécies Gambusia 

affinis (Baird & Girard, 1853) e Poecilia reticullata Peters, 1859 (Figuras 10 e 11), 

nativas da América Central e mais conhecidas como peixe-mosquito e 

barrigudinho, respectivamente (Bangy et al 1973; Sasa et al 1965). Macropodus 

opercularis (Linnaeus, 1758) ou peixe-do-paraíso (Figura 12), é natural da Ásia 

e também foi introduzido no Brasil. Essa espécie foi registrada na Represa 

Billings, um dos maiores reservatórios de água da região metropolitana de São 

Paulo, predando larvas de Cx. quinquefasciatus com eficiência, graças a sua 

habilidade de viver em ambientes eutrofizados, com pouco ou nenhum oxigênio 

dissolvido (Costa et al 1985,1987). 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Spencer_Fullerton_Baird
https://pt.wikipedia.org/wiki/Charles_Fr%C3%A9d%C3%A9ric_Girard
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Figura 10 – Peixe-mosquito Gambusia affinis. Fêmea (acima) e macho (abaixo). Fonte: Nico 
et al (2019). 

 

Figura 11- Peixe barrigudinho Poecilla reticullata. Macho (acima) e fêmea (abaixo). Fonte: 
Deacon et al (2015). 

 

 

Figura 12 - Peixe-do-paraíso Macropodus opercularis, variante azul. Fonte: Hristov (2016). 

 

 Insetos também podem ser utilizados como predadores de larvas de Cx. 

quinquefasciartus, como por exemplo larvas de mosquitos dos gêneros Lutzia 

(Gratz 1973) e Toxorhynchites (Steffan et al 1980), libélulas  (Mandal et al 2008), 

percevejos (Saha et al 2007) e besouros (Chandra et al 2008). Embora haja 
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vários exemplos bem-sucedidos utilizando-se de insetos como predadores de 

mosquitos (Shaalan & Canyon 2009), existem algumas dificuldades na sua 

aplicação e talvez a maior delas esteja associada com a criação, colonização e 

manuseios desses insetos (Garcia 1982). 

1.6.1.2 Inseticidas bacterianos 

 Em 1976, a partir da descoberta de bactérias patogênicas às larvas de 

mosquitos, iniciou-se uma nova era no controle de vetores. Durante a fase 

esporulação, Bacillus thuringiensis var. israelensis – Bti e Lysinibacillus 

sphaericus – Lbs produzem cristais proteicos que se tornam altamente tóxicos 

quando ingeridos pelas larvas de mosquitos (Becker 2000). Essas toxinas foram 

submetidas a uma série de testes, que demonstraram especificidade para larvas 

de dípteros (Becker & Margalit 1993). 

 A ação inseticida do Bti é resultante do efeito de 4 diferentes tipos de 

protoxinas que agem de forma sinérgica e com alta toxicidade para larvas de 

Simuliidae, Chironomidae, Tipulidae e Culicidae. Já o Lbs produz uma toxina 

binária que também age em sinergismo, possui maior efeito residual em 

comparação ao Bti, independente da formulação, principalmente em águas ricas 

em matéria orgânica. É utilizado principalmente para a maioria das espécies dos 

gêneros Culex e Anopheles (Regis et al 2001; Brasil 2011). 

 No Brasil, após uma série de testes-pilotos realizados em áreas urbanas 

de Recife, o Lbs foi adotado como larvicida pelo Programa de Eliminação da 

Filariose, no controle de Cx. quinquefasciatus (Regis et al 1995, 2000). 

Posteriormente o Lbs também passou a ser usado regularmente nas margens 

do Rio Pinheiros, no município de São Paulo-SP (Andrade & Santos 2004). 

 Tanto o Bti quanto o Lbs não são tóxicos para o homem e outros animais. 

Isso representa um fator de segurança ambiental, visto que geralmente serão 

aplicados em ambiente urbano. Essas protoxinas também apresentam relativa 

facilidade de produção em massa, fácil aplicação e são comercializadas em 

diferentes formulações. Todas essas características colaboraram para a sua 

rápida integração e utilização e vários programas de controle vetorial (Vilarinhos 

et al 1998). 
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1.6.1.3 Espinosinas 

 São metabólicos de fermentação produzidos por uma bactéria de solo, a 

Saccharopolyspora spinosa. Esse microorganismo foi descoberto e identificado 

em 1985, em uma amostra de solo coletada em 1982 nas Ilhas Virgens 

Britânicas, ao leste de Porto Rico (Mertz & Yao 1990). As espinosinas compõem 

uma nova classe de inseticidas, representada pelo espinosade (uma mistura de 

espinosinas A e D, daí o nome SpinosAD) e mais recentemente, o espinetoram 

(Marques 2018).  

 O espinosade foi registrado em 1997, sob a Iniciativa de Pesticidas de 

Risco Reduzido da Agência de Proteção Ambiental do Estados Unidos - USEPA 

(United States Environmental Protection Agency em inglês). Possui baixa 

toxicidade humana, curta persistência ambiental e alta seletividade, 

características que lhe renderam o Prêmio Presidencial do Desafio de Química 

Verde em 1999. Já o espinetoram (mistura das espinosinas J e L) é um inseticida 

semi-sintético de uso agrícola (Crouse et al 2007).  Possui atividade e controle 

residual superiores ao espinosade, mantendo a baixa toxicidade em mamíferos 

e a curta persistência ambiental. Foi registrado nos Estados Unidos em 2007 

pela mesma agência, recebendo o Prêmio Presidencial do Desafio de Química 

Verde em 2008 (Dripps et al 2008).  

 As espinosinas atuam no sistema nervoso central dos insetos, agindo 

como moduladores alostéricos dos receptores nicotínicos de acetilcolina e 

receptores GABA (ácido gama-aminobutírico). Alteram a conformação desses 

receptores, tornando-os mais ativos. Essa hiperatividade prolongada provoca a 

transmissão contínua e descontrolada dos impulsos nervosos, que por sua vez, 

geram fadiga muscular e morte (Salgado et al 1998, Watson 2001; Orr et al 

2006). 

 Apesar de ter sido incialmente empregado como inseticida agrícola, o 

potencial da utilização do espinosade no controle de vetores já foi evidenciando 

antes mesmo do isolamento dos seus princípios ativos, quando Kirst et al 

observaram ação inseticida de extratos do caldo de fermentação de S. spinosa 

em larvas de Ae. aegypti (Kirst et al 1992). No Brasil, a utilização de espinosade 

em saúde pública é permitida e recomenda desde 2008 (Brasil 2008), entretanto 
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não é frequentemente utilizado, apesar de demonstrar efeito inseticida 

satisfatório contra Ae. aegypti (Dias et al 2017; Fonseca et al 2019) e Cx. 

quinquefasciatus (Carraro 2013). 

1.6.2 Controle químico 

 De acordo com o Mistério da Saúde, o uso de compostos químicos deve 

ser a última alternativa a ser considerada para o controle de vetores e sua 

aplicação deve ser restrita a situações de emergência ou quando não se 

disponha de outras estratégias de controle. A necessidade de sua aplicação 

pode representar uma falha no controle de vetores, indicando que os 

procedimentos menos agressivos não foram adotados ou não tiveram efeito, 

tornando necessário o uso de inseticidas (Brasil, 2001). 

 Os inseticidas registrados no Ministério da Saúde são classificados em 

duas categorias: os de uso livre (produtos formulados e diluídos que podem ser 

comercializados livremente) e os de uso profissional (produtos concentrados e 

de acesso restrito às empresas de desinsetização e órgãos públicos). Esses 

compostos podem ter ação neurotóxica ou de interferência no desenvolvimento 

do inseto (Brasil, 2001). 

 Compostos de ação neurotóxica atuam por contato (adulticidas e 

larvicidas) ou por ingestão (larvicidas), interferindo na transmissão de impulso 

nervoso nos neurônios (piretroides e organoclorados) ou nas sinapses 

(organofosforados e carbamatos). 

1.6.2.1 Piretroides 

 São inseticidas a base de piretro, um composto natural extraído de flores 

de crisântemos (Figura 13). Inicialmente, o piretro tinha pouca aplicação no 

controle de pragas na agricultura, sendo mais utilizado para fins domésticos e 

para proteção de estoques de comida. Esse uso restrito era justificado por 

fatores econômico e fato de o composto ser altamente fotossensível (Glynne-

Jones 1973). Apesar dessas desvantagens, os piretroides naturais combinam a 

alta atividade inseticida com baixa toxicidade para mamíferos, sendo 

rapidamente metabolizados, além de serem biodegradáveis, com baixa ou nula 

retenção de resíduos no ambiente (Wouters & van Den Bercken 1978).  
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 Essas propriedades favoráveis despertaram o interesse pela busca de 

inseticidas sintéticos baseados nos piretroides naturais. Os primeiros piretroides 

sintéticos surgiram no final da década de 1940 e eram pouco estáveis e menos 

eficientes que os compostos naturais (O’Brien 1967). Durante a década de 1960, 

piretroides mais estáveis e com alta atividade inseticida começaram a ser 

desenvolvidos (Elliott 1976, 1977). Atualmente os piretroides comecializados são 

produzidos em laboratório, apresentam fotoestabilidade e são efetivos, mesmo 

quando aplicados em pequenas concentrações (Ware & Whitacre 2004). 

 Os piretroides possuem ação rápida, afetando o sistema nervoso central 

e periférico do inseto, mais precisamente nos canais de sódio regulados por 

voltagem (NaV) presentes nos axônios, mantendo-os abertos e impedindo assim 

a interrupção do impulso nervoso. Esse fenômeno gera hiperexcitação seguida 

de paralisia e morte (Camougis 1973).  

Há dois tipos de piretroides: os do tipo I, com coeficiente de temperatura 

negativo (quanto menor a temperatura, maior sua toxicidade). São exemplos de 

pireitroides tipo I: aletrina, bioaletrina, resmetrina, bifentrina, tetrametrina e a 

permetrina. Esses piretroides agem principalmente no sistema nervoso periférico 

(Yamamoto et al 1983). Já os piretroides tipo II são considerados mais potentes 

que os do tipo I por manterem os NaV abertos por mais tempo. Agem 

principalmente no sistema nervoso central e possuem coeficiente de temperatura 

positivo (quanto maior a temperatura, maior seu efeito tóxico) (Vijverberg & van 

den Bercken 1990). Quando administrados em altas concentrações, os 

piretroides tipo II também são capazes antagonizar os efeitos do receptor GABA, 

impedindo a entrada de cloro nos neurônios, levando o inseto à morte por 

esgotamento (Bloomquist et al 1986, Soderlund & Bloomquist 1989). 

Fenpropatina, -cialotrina, cipermetrina, deltametrina e fenvalerato são 

exemplos de piretroides tipo II (CGWH 2003).  
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Figura 13 - Chrysanthemum cinerariaefolium: fonte natural de piretro. Fonte: Borden et al 
(2018). 

 

1.6.2.2 Organoclorados 

 São inseticidas que contém carbono, hidrogênio e cloro. Podem ser 

divididos em difenil afiláticos, hexaclociclohexanos (HCH), ciclodienos, e 

policloroterpenos. Os policloroterpenos são os únicos organoclorados sem 

registro de utilização no Brasil (Ware & Whitacre 2004, CETESB, 2018). O grupo 

dos difenil afiláticos é o mais antigo dos organoclorados e abriga um dos 

inseticidas mais conhecidos, o DDT – diclorodifeniltricloroetano (Ware & 

Whitacre 2004). O DDT foi o primeiro inseticida a ser usado em grande escala, 

principalmente durante a Segunda Guerra Mundial, para controle da malária e 

tifo (Brasil 2001). Na Itália, durante os anos de 1943 e 1944, o DDT chegou a ser 

pulverizado na pele da população (Figura 14) para controlar a epidemia de tifo 

(Wheeler 1946), cuja bactéria é transmitida por piolhos, pulgas e ácaros. Já no 

Brasil, os primeiros registros de utilização de organoclorados datam de 1946, no 

controle de pragas agrícolas. A produção brasileira de DDT foi iniciada em 1950, 

sendo muito utilizado na agricultura e nos programas de controle da malária e 

leishmaniose. Seu uso em saúde pública ficou sobre responsabilidade da 

Fundação Nacional de Saúde (FUNASA), que realizou em 1991 a última compra 

do produto para o controle de Anopheles darlingi Root 1926 na Amazônia (Filho 

1997). 
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Figura 14 - Soldado do Exército Americano realizando aplicação de DDT contra a epidemia 
de tifo na Itália. Fonte: Carson (1962). 

 

 De forma similiar aos piretroides, o organoclorado DDT age no NaV, 

mantendo-os abertos por mais tempo. Com isso, ocorre transmissão contínua do 

impulso nervoso e o inseto acaba morrendo devido a hiperexcitação (Guedes 

1999). Já os organoclorados ciclodienos e HCH inibem a ação do receptor 

GABA, que em condições normais, aumentam a permeabilidade do íon cloro nos 

neurônios. Essa inibição antagoniza o efeito calmante do receptor GABA, 

promovendo frequente estímulo nervoso seguido de paralisia e morte (Narahashi 

et al 1992). 

 Os organoclorados possuem alta persistência no ambiente, baixa 

solubilidade em água e alta solubilidade em lipídios. A combinação dessas 

características faz com que esses inseticidas se acumulem ao longo da cadeia 

alimentar (Wong & Lee 1997). Os organoclorados podem ser absorvidos pelo 

organismo por vias cutâneas, digestivas ou respiratórias (Mariconi 1985). A 

absorção por via cutânea é maior para os hexaclorocicloexanos, incluindo o 

Lindano, e ciclodienos, como aldrin, dieldrin, endrin e endossulfan. Já para o 

DDT, em vertebrados e humanos, a maior absorção ocorre por inalação das 

partículas de pó do inseticida ou por ingestão de alimentos contaminados, 

especialmente os gordurosos (Fernícula 1985, Brasil 1996). 
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 A intoxicação por organoclorados pode causar sérios danos à saúde 

humana, como por exemplo: gerar lesões hepáticas e renais, afetar o sistema 

nervoso e imunológico, além de provocar danos cerebrais e lesões na medula 

óssea. Em Flores et al (2004), é possível encontrar um levantamento dos 

principais casos de intoxicação causados por organoclorados em várias partes 

do mundo, incluindo o Brasil. Por esses motivos, o uso e comercialização de 

organoclorados, em especial o DDT, para fins agrícolas passou a ser proibido 

em vários países. Em 1970, a Suécia se tornou o primeiro país a banir o DDT e 

outros organoclorados (D’Amato et al 2002). No Brasil, a proibição da 

comercialização, uso e distribuição desses compostos para fins agrícolas 

ocorreram em 1985 (Brasil 1985) e seu uso em saúde pública só foi proibido em 

1998 (Brasil 1998). 

1.6.2.3 Organofosforados 

 São inseticidas derivados de ácido fosfórico e considerados os compostos 

mais tóxicos para vertebrados. Foram sintetizados pela primeira vez em 1820 

(Lassaigne 1820) e introduzidos como arsenal químico durante a Segunda 

Guerra Mundial. Posteriormente foram convertidos em compostos menos 

potentes, sendo utilizados no controle de pragas na agricultura, pecuária e em 

saúde pública. Os organofosforados ganharam popularidade em todo o mundo 

por se decomporem rapidamente no ambiente, apresentando menor impacto e 

persistência quando comparados aos organoclorados (Sullivan & Blose 1992).  

 Entre os organofosforados existem compostos altamente tóxicos como o 

pesticida agrícola parathion (EPA 1999) e outros com baixa toxicidade como o 

temefós, larvicida amplamente utilizado no controle de vetores do Brasil e com 

aplicação permitida em água potável (Chavasse & Yap 1997).  Além do temefós, 

outros organofosforados são utilizados no controle de vetores no Brasil, como 

por exemplo os adulticidas fenitrotion e malathion (Brasil 2018, Camargo Said & 

Croda 2019). O clorpirifós também já foi utilizado no controle de vetores no Brasil, 

porém devido ao seu perigo à saúde humana, sua aplicação como inseticida 

domissanitário foi proibida no ano de 2004. Entretanto, sua utilização para fins 

agrícolas continua liberada (Brasil 2004).  

 Os inseticidas organofosforados agem inibindo de forma irreversível a 

enzima acetilcolinesterase. Essa inibição provoca o acúmulo do 
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neurotransmissor acetilcolina nas sinapses, causando superestimulação e 

subsequente interrupção da transmissão nervosa no sistema nervoso central e 

periférico, acarretando a morte do inseto (Tafuri & Roberts 1987). 

1.6.2.4 Carbamatos 

 São ésteres de ácido carbâmico, que assim como os organofosforados, 

inibem a enzima acetilcolinesterase. Os primeiros inseticidas carbamatos 

sintetizados foram os dimetil cabamatos, porém sem atividade inseticida 

adequeada (Wiesmann et al 1951). O primeiro carbamato com ação inseticida 

satisfatória foi o carbaryl (Servin®), introduzido em 1956 e que possui o maior 

histórico de utilização dentre os inseticidas do grupo (David et al 1960; Ware & 

Whitacre 2004). 

 O modo de ação dos inseticidas carbamatos é similar aos 

organofosforados, porém têm como principal diferença a característica de inibir 

reversivelmente a enzima acetilcolinesterase. Quando essa enzima é inibida por 

um carbamato diz-se que ela foi “carbamilada”. Depois de algum tempo, a 

enzima carbamilada passa por um processo de regeneração espontânea, 

voltando a sua atividade normal. O tempo de meia vida para uma enzima 

carbamilada se recuperar é aproximadamente 30 minutos (Fukuto 1990). 

 Os únicos carbamatos recomendados e utilizados para o controle de 

vetores no Brasil são propoxur e bendiocarb (Brasil 2019). Esses inseticidas 

foram bastante utilizados na década de 1980, principalmente para o controle de 

Ae. aegypti (Gebara & Almeida 1988; Macoris et al 1999, 2014). Também há 

registros de sua utilização no controle do mosquito Cx. quinquefasciatus (Bracco 

et al 1997), do percevejo-de-cama Cimex lectularius Linnaeus, 1758 (Silva et al 

2016) e dos triatomíneos  Triatoma infestans Klug, 1834 (Pinchin et al 1984) e 

Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835) (Sherlock & Piesman 1984). 

1.6.2.5 Insect Growth Regulator - IGR  

 Os reguladores de crescimento de insetos são inseticidas que não matam 

diretamente o inseto, mas interferem de alguma forma no seu crescimento e 

desenvolvimento. Atuam principalmente no desenvolvimento embrionário, larval 

ou ninfal, interferindo na metamorfose e na reprodução. A grande maioria dos 
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IGRs exigem mais tempo para reduzir a densidade de insetos do que os 

inseticidas químicos tradicionais. Essa característica limita sua aplicação, 

fazendo com que esses inseticidas sejam preferencialmente utilizados em 

combinação com outros compostos de efeito imediato (Graf 1993).  

 Os principais IGRs utilizados em saúde pública podem ser divididos em 

duas categorias, de acordo com o seu modo de ação: I – Inibidores de Síntese 

de Quitina e II – Análogos de Hormônio Juvenil. 

I - Inibidores de Síntese de Quitina - ISQ 

 A quitina é um polissacarídeo que serve de suporte para estruturas 

extracelulares. É produzida em abundância por invertebrados, principalmente 

artrópodes, como insetos e crustáceos e em menor extensão em moluscos, 

anelídeos e nemátodes. Também é o principal componente da parede celular 

dos fungos, com exceção dos Oomicetos (Muzzarelli et al 1986, Cohen 2001). 

 Os ISQs interferem na biossíntese da quitina em insetos e são seguros 

para a maioria dos organismos não-alvo. Sua ação é exercida sobre a quitina 

sintetase, enzima encontrada em abundância na membrana celular e de 

fundamental importância no processo de formação daquele polissacarídeo 

(Cohen 1987). O primeiro ISQ recomendado e utilizado no Brasil para o controle 

de mosquitos foi o diflubenzuron em 2008 (Garcia Neto 2011) e porteriormente 

o novaluron também passou a ser utilizado nas campanhas de combate ao Ae. 

aegypti (Brasil 2009). Ambos os inseticidas interferem na deposição de quitina, 

principal componente da cutícula dos insetos. Após a ingestão desses produtos, 

as larvas apresentam dificuldade para realizar a ecdise. Com a cutícula mal-

formada, a musculatura do novo instar fica sem suporte, resultando na 

incapacidade de liberar a exúvia e consequente morte da larva (Figura 15).  

 Alguns estudos vêm demonstrando a efetividade dos ISQs no controle de 

Cx. quinquefasciatus (Su et al 2003, 2014; Tawatsin et al 2007; Jambulingam et 

al 2009; Sadanandane et al 2012), inclusive em avaliações feitas em campo 

(Carraro 2013) e laboratório (Belinato et al 2013) no Brasil. Entretanto, não há 

registro da utilização de ISQs em campanhas de controle desse mosquito no 

país. 
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Figura 15- Efeito do tratamento com novaluron em Culex. Larva com ecdise incompleta no 
5º dia após tratamento com o ISQ (Esquerda). Comparação entre pupa controle, não tratada 
(centro) e tratada com novaluron (direita). Observe a ausência de melanização. As setas indicam 
a cutícula antiga ligada à epiderme (esquerda) e ausência de nova cutícula (direita). Fonte: Figura 
adaptada de NourElhouda et al (2013). 

 

II- Análogos de Hormônio Juvenil – AHJ  

 Hormônios juvenis são produzidos na maioria dos insetos pela corpora 

allata, um aglomerado de células localizado atrás do cérebro. Esses hormônios 

têm a principal função de evitar a metamorfose até que a larva cresça 

completamente. A ocorrência desses hormônios em insetos foi primeiramente 

postulada por Wigglesworth (1934) na década de 1930.  

 Os AHJ, de forma geral, atuam no desenvolvimento do inseto inibindo a 

emergência do adulto (Figura 16). O único inseticida dessa categoria que é 

atualmente indicado pelo Ministério da Saúde brasileiro para o controle de 

vetores é o pyriproxifen (Brasil 2019). A partir do segundo semestre de 2014, o 

MS passou a utilizar o pyriproxifen para substituir o novaluron no controle de 

formas imaturas do Ae. aegypti (Brasil 2014). O pyriproxifen afeta a 

morfogênese, reprodução e embriogênese dos insetos, tendo efeito mais 

pronunciado durante o estágio de transformação larva-pupa, de forma que o 

maior percentual de mortalidade seja observado na fase pupal (Invest & Lucas 

2008).  
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Figura 16 - Efeitos do IGR análogo do hormônio juvenil (AHJ) metopreno no 
desenvolvimento do mosquito Culex quinquefaciatus. Em (A) morfologia de uma larva morta 
durante a metamorfose larva/pupa. Em (B) indivíduo incapaz de completar a emergência.  Fonte: 
Figura adaptada de Kamita et al (2011). 

 Apesar de possuir baixos níveis de toxicidade para seres humanos e para 

a fauna não-alvo de vertebrados e invertebrados aquáticos, esse inseticida é 

considerado como um dos IGRs mais potentes do mercado. Um estudo 

conduzido por Arshad (1999) constatou que a toxicidade do pyriproxifen para 

larvas de Cx. quinquefasciatus foi maior do que todos os outros inseticidas 

avaliados (Tabela 1). Outros trabalhos também demonstram a eficiência do 

pyproxyfen no controle de Cx. quinquefasciatus (Kan et al 2016; Mian et al 2017; 

Khemrattrakool et al 2019). Porém, mesmo sendo indicado para o controle de 

vetores no Brasil, até a presente data, não foram encontrados registros da 

utilização de pyriproxyfen em campanhas de controle de Cx. quinquefasciatus 

no país.  

 

 

 

 

 

 



 

26 
 

Tabela 1 - Toxicidade relativa de diferentes inseticidas em larvas de Culex quinquefasciatus.                                                                      

* Valor numérico proporcional à toxicidade do composto 
CL90 :Concentração letal em partes por milhão (ppm) 
Fonte: Adaptado de Arshad (1999). 

1.6.3 Controle genético 

 O controle genético de mosquitos surgiu como uma nova alternativa de 

controle, desenvolvido para tentar contornar as falhas de estratégias tradicionais, 

como a utilização de inseticidas. Esse método apresenta algumas vantagens 

relevantes, como alta especificidade, não prejudicial ao meio ambiente, 

potencialmente com baixo custo e alta eficácia (Wilke et al 2009). As estratégias 

baseadas em controle genético são principalmente utilizadas para limitar o 

tamanho da população do vetor (supressão populacional) ou alterar as 

populações para que sejam menos suscetíveis a patógenos (substituição 

populacional) (Jasinkiene et al 2007).  

1.6.3.1    Técnica do Inseto Estéril (SIT, do inglês “Sterile Insect Technique”) 

 A técnica do inseto estéril consiste na criação, esterilização por radiação 

e liberação em massa de mosquitos machos. Os machos estéreis liberados irão 

cruzar com as fêmeas selvagens, reduzindo assim o potencial reprodutivo da 

espécie, diminuindo, portanto, a densidade populacional (Robinson et al 2000).  

Trata-se de uma técnica espécie-específica, que se aproveita do comportamento 

natural e eficiente dos mosquitos machos em localizar fêmeas da mesma 

espécie para acasalar (Wyss 2000). Entretanto, os machos estéreis por radiação 

podem ser menos competitivos que os machos selvagens e também podem 

apresentar redução no seu tempo de vida. Além disso, as fêmeas podem evitar 

acasalar com machos estéreis, dando preferência para os selvagens. Portanto, 

Larvicida CL90 (ppm) Toxicidade relativa* Classe 

Pyriproxyfen 0.0011 118 IGR 

Diflubenzuron 0.0034 39 IGR 

Metopreno 0.052 3 IGR 

Temefós 0.0096 13 Organofosforado 

Fenthion 0.130 1 Organofosforado 

Permetrina 0.017 8 Piretroide 
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para que essa técnica funcione é necessária a soltura de um elevado número de 

machos irradiados em períodos determinados (Milby et al 1983; Alphey 2002). 

 Apesar das desvantagens, SIT foi aplicada com sucesso no controle de 

Cx. quinquefasciatus na década de 1970. Por meio de esterilização química e 

por radiação, Patterson et al (1970; 1977) erradicaram o mosquito na ilha 

Seahorse Key, na Flórida, EUA. Outros exemplos de sucesso na aplicação da 

técnica contra Cx. quinquefasciatus ocorreram na índia na mesma década 

(Patterson et al 1975; Sharma et al 1976; Yasuno et al 1976). Entretanto, mesmo 

apresentado resultados satisfatórios, o programa foi cancelado posteriormente 

devido a questões operacionais e políticas (Anon 1975). 

 No Brasil, devido às epidemias de dengue, chikungunya e Zika, o principal 

foco da SIT é o Ae. aegypti (Yang & Thomé 2007, Lima 2015, Imperato & Raga 

2015, Santos et al 2018). Porém, também há registros da utilização dessa 

técnica para Culex no país. Devido ao grande número de reclamações feitas pela 

população, a Empresa Metropolitana de Águas e Energia – EMAE, em parceira 

com a Faculdade de Saúde Pública da Univeridade de São Paulo, fez utilização 

da SIT para o controle de Cx. quinquefaciatus nas imediações do Rio Pinheiros 

em São Paulo, entre 2010 e 2013 (EMAE 2010; Carraro 2013). 

 Mais recentemente, vem sendo proposta a utilização da SIT para 

transmissão de vírus patogênicos para mosquitos (Figura 17). Nesse método os 

machos estéreis seriam usados para transportar e disseminar densovirus entre 

os mosquitos selvagens (Bouyer et al 2016). Densovírus são parvovírus que se 

replicam nos núcleos das células dos mosquitos e causam a hipertrofia nuclear 

característica (densonucleose) que lhes dá o nome (Carlson et al 2006). A 

infecção por densovírus afeta todos os estágios de vida do mosquito e reduz de 

forma considerável a vida útil do mosquito adulto, tendo assim o potencial de 

modificar a estrutura etária das populações de mosquitos adultos. Por sua vez, 

isso deve reduzir significativamente a capacidade vetorial da população 

(Suchman et al 2006). Inicialmente a utilização de SIT associada com dispersão 

de densovirus foi proposta para o controle de Aedes, mas também possui 

potencial de aplicação para Culex (Jousset et al 2000). 
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Figura 17 - Princípio da SIT associada à transmissão de densovírus. (A) Machos estéreis 
são revestidos com densovírus e liberados. (B) Parte dos densovírus são transmitidos durante o 
acasalamento para a fêmea selvagem, que os transportam para os criadouros. (C) O densovírus 
contamina as larvas presentes no criadouro e se multiplica com persistência a longo prazo. (D) 
Algumas larvas sobrevivem e emergem como adultos contaminados que posteriormente 
carregam o densovírus para o criadouro vizinho. Fonte: Figura adaptada de Bouyer et al (2016). 

 

1.6.3.2    Inseto transgênico com gene letal dominante 

 Mais conhecida como RIDL – release of insect carrying a dominant lethal 

gene, essa técnica consiste na associação de um gene letal dominante. Utiliza-

se de uma proteína fator de transcrição (tTA), cuja expressão é restrita às 

fêmeas, de forma que tTA ativa a expressão de um gene letal inserido via 

transgênese (Figura 18 A). A tetraciclina atua como um antídoto ao efeito letal, 

impedindo a ligação de tTA ao promotor do transgene. (Figura 18 B) (Thomas et 

al 2000; Wilke et al 2009).  

 Em uma das vertentes desta técnica, os insetos são criados com uma 

dieta suplementada com tetraciclina, que impede a expressão do gene letal. Em 

ambiente livre do antídoto as fêmeas morrem, deixando apenas os machos para 

serem liberados. Esses machos são viáveis, férteis e homozigotos para o gene 
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letal dominante e ao acasalarem com fêmeas selvagens, produzem uma prole 

heterozigota, cujas fêmeas serão inviáveis no ambiente (Thomas et al 2000).  

 

Figura 18 - Representação do sistema de expressão de um gene letal tetraciclina-
repressível em Drosophila melanogaster. Em (A) ligação tTa - tRe seguida da expressão do 
gene letal Ras64B. Em (B) a presença de tetraciclina reprime a ligação tTa- tRe, impedindo a 
expressão do gene letal. Fonte: Figura adaptada de Wilke et al (2009). 

 

 A técnica RIDL apresenta algumas vantagens em comparação a SIT, 

como facilidade para a manutenção da colônia, separação de machos e fêmeas, 

ser aplicável para insetos sensíveis à radiação, além de não comprometer a 

competitividade e longevidade dos machos na natureza (Alphey & Andreasen 

2002). 

  No Brasil, essa técnica está em período de avaliação com o uso de Ae. 

aegypti transgênicos. Até o momento, os Ae. aegypti transgênicos (linhagem 

OX513A) foram liberados em duas cidades baianas, Juazeiro e Jacobina. Em 

ambos os locais, houve redução em média de 70% da população selvagem do 

mosquito. Entretanto, já foi observado que o efeito de supressão não é 

permanente e que tem duração média de 5 meses após a interrupção de 
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liberação da linhagem OX513A (Carvalho et al 2015; Garziera et al 2017). Além 

disso, porções do genoma da linhagem transgênica foram incorporadas pela 

população selvagem de mosquitos e ainda não se sabe quais implicações que 

essa introgressão poderiam ter na biologia do vetor (Evans et al 2019). 

 A uso da RIDL em Cx. quinquefasciatus ainda está em estágio inicial, 

devido à dificuldade de se estabelecer uma linhagem transgênica para a espécie. 

Até o momento o mosquito foi transformado em apenas três ocasiões (Allen et 

al 2001; Allen & Christensen 2004; Wilke 2013). O fato de a fêmea colocar os 

ovos em jangada é citado como uma dificuldade para a transformação de Culex, 

pois os ovos precisam ser individualizados e colocados em um ângulo de 90º 

para a realização das microinjeções. A manipulação desses ovos reduz 

significativamente a sua taxa de sobrevivência da espécie (Wilke 2008).  

 1.6.3.3    Wolbachia pipientis  

 Wolbachia pipientis é uma -proteobactéria endosimbionte naturalmente 

encontrada em alta proporção em ácaros, isópodos, nematoides filariais e 

insetos (Stouthamer et al 1999). Foi descrita pela primeira vez em 1924 como 

uma Rickettsia presente nos ovários de Culex pipiens (Hertig & Wolbach 1924) 

e em 1936 foi formalmente nomeada por Hertig como Wolbachia pipientis em 

homenagem ao seu colaborador Wolbach (Hertig 1936). Essa bactéria é capaz 

de alterar a biologia do seu hospedeiro, provocando fenômenos reprodutivos 

como partenogênese (Huigens & Stouthamer 2003), feminização (Rousset et al 

1992), mortalidade de machos (Hurst et al 1999) e também incompatibilidade 

citoplasmática – IC (Figura 19), que por sua vez, é um dos fenômenos mais 

comuns encontrados em hospedeiros de Wolbachia, incluindo o mosquito Cx. 

quinquefasciatus (Irving-Bell 1983). 

 Apesar de ainda não possuir um mecanismo de ação totalmente 

compreendido (Beckmann et al 2019), a IC é definida como uma 

incompatibilidade gerada durante a fertilização entre um espermatozoide 

produzido por um macho infectado com Wolbachia e o óvulo de uma fêmea não 

infectada (IC unidirecional), ou que possuam cepas de Wolbachia diferentes e 

incompatíveis (IC bidirecional), resultando na morte do embrião na maioria dos 

casos (Jost 1970; Lassy & Karr 1996) ou ainda no desenvolvimento de machos 
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haploides em espécies haplodiplobiontes (Reed & Werren 1995). A 

incompatibilidade nos diferentes cruzamentos ocorre por uma falha de sincronia 

na primeira divisão mitótica do embrião causado por um atraso na quebra do 

envelope nuclear e na condensação das cromátides do pró-núcleo do macho 

(Tram et al 2006). 

 

Figura 19 - Representação de incompatibilidade citoplasmática uni e bidirecional em Culex 
quinquefasciatus.  Símbolos sem preenchimento representam ausência de Wolbachia. As 
diferentes cores (azul e amarelo) representam diferentes cepas de Wolbachia.     Fonte: Figura 
adaptada de Mateos et al (2019). 

 

 O fenômeno de IC foi primeiramente reportado por Laven (1951) e 

Ghelelovitch (1952) depois de observarem cruzamentos incompatíveis em 

Culex, onde nenhuma ou pouca prole nascia. Laven acreditava que esse 

fenômeno era resultante de herança citoplasmática e acabou o nomeando como 

IC. Porém, a IC só foi associada à presença de Wolbachia em 1971, quando Yen 

e Barr (1971) observaram que se tratassem os mosquitos com antibiótico para 

eliminar a bactéria, o fenômeno não ocorria. 

  Antes mesmo de conhecer o agente causador, Laven já pensou em usar 

a IC como um método de controle vetorial de Cx. quinquefasciatus. Em 1967 

usou a IC para tentar erradicar o mosquito em um campo de arroz em Burma - 

atual Myanmar (Laven 1967). Atualmente, o uso da IC para o controle de vetores 

recebeu o nome de Técnica do Inseto Incompativél – TII ou IIT - Incompatible 

Insect Technique, em inglês, e além do Cx. quinquefasciatus, vem sendo 

empregada no controle de outros vetores, como por exemplo: Aedes albopictus 
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(Skuse, 1894) (Dimopoulos 2019), Ae. aegypti (Mains et al 2019) e Drosophila 

suzukii (Matsumura, 1931) (Nikolouli et al 2017). 

 Wolbachia também pode ser utilizada no controle de transmissão de 

doenças e neste caso sua aplicação visa realizar a substituição da população 

atual do vetor por outra com Wolbachia. A presença da bactéria pode estimular 

o sistema imune dos mosquitos, protegendo-os de outras infecções e impedindo 

a transmissão de patógenos. Moreira et al (2009) observaram que Ae. aegypti 

transinfectados com Wolbachia eram incapazes de transmitir os vírus da dengue, 

chinkungunya e também o protozoário Plasmodium. Mais recentemente, outros 

estudos vêm demonstrando que Wolbachia é capaz de bloquear a transmissão 

do Zika vírus em Ae. aegypti, incluindo os isolados do vírus que circularam pelo 

Brasil (Dutra et al 2016; Chouin-Carneiro et al 2019). Em Culex, Wobachia foi 

capaz de aumentar a resistência à infecção pelo Vírus do Nilo Ocidental em Cx. 

quinquefasciatus (Glaser & Meola 2010) e Culex tarsalis Coquillett, 1896 

(Dodson et al 2014). 

 

1.6.4 Resistência a inseticidas 

 A Organização Mundial da Saúde definia a resistência a inseticidas como 

“O desenvolvimento de uma habilidade de uma linhagem de insetos de tolerar 

doses de substâncias tóxicas que seriam letais para a maioria dos indivíduos em 

uma população normal da mesma espécie” (WHO 1957). Essa definição 

reconhece a resistência como um fenômeno de base populacional, porém não 

evidencia a sua base genética como resposta à exposição e seleção causadas 

pela aplicação de inseticidas (Guedes 2016). O claro reconhecimento das bases 

genéticas da resistência a inseticidas só foi postulado por Crow (1960) e 

posteriormente aprimorado por Sawicki (1987), definindo o fenômeno como um 

processo microevolutivo e ecológico resultante do uso excessivo de inseticidas. 

 A seleção de insetos naturalmente resistentes reduz a eficácia dos 

inseticidas e as opções disponíveis para o controle vetorial. Além disso, em 

alguns casos a seleção de insetos resistentes não só torna o produto ineficaz, 

mas também pode conferir resistência cruzada a outros compostos que possuem 

mecanismos de ação similares e que nem chegaram a ser utilizados nas ações 

de controle (Brongdon & McAllister 1998). Essas características tornam a 
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resistência a inseticidas um problema em saúde pública e no controle de vetores 

(Rivero et al 2010). 

 O fenômeno de resistência se baseia em quatro possíveis mecanismos: 

metabólico ou de detoxificação enzimática, alteração de sítio-alvo, alteração 

comportamental e redução da penetração cuticular, sendo que os dois primeiros 

mecanismos são os mais comuns e bem estudados em insetos (Hemingway & 

Ranson 2000). 

 Uma revisão sobre o histórico de resistência a inseticidas em Cx. 

quinquefasciatus do Brasil está disponível no Anexo I. 

 

1.6.4.1 Alteração comportamental 

 A resistência comportamental é definida como o desenvolvimento de 

comportamentos que evitam a exposição do inseto a compostos tóxicos ou 

permitem que ele sobreviva em um ambiente que é nocivo e/ou fatal para a 

maioria dos indivíduos da mesma espécie (Sparks et al 1989). Esse mecanismo 

pode ser dividido em estímulo-dependente ou estímulo-independente. No 

primeiro caso, a alteração comportamental envolve a irritabilidade, que é quando 

o inseto entra em contato com a superfície tratada com o inseticida e é 

estimulado a sair de imediato do ambiente tóxico, e a repelência, que também 

estimula o inseto a deixar o ambiente tóxico de imediato, porém antes mesmo 

de entrar em contato com a superfície tratada com o inseticida. No mecanismo 

estímulo-independente, o inseto altera o seu período de atividade ou habitat 

evitando o contato com resíduos do inseticida (Georghiou 1972). 

 As alterações comportamentais descritas para mosquito incluem: redução 

do número de mosquitos que entram nas residências, antecipação do horário de 

saída das casas e mudanças no tempo de picada (Liu et al 2006). Um estudo 

realizado no Quênia, avaliou o comportamento de Anopheles em casas com 

mosquiteiros impregnados e casas sem o mosqueteiro (Mathenge et al 2001). 

Foi observada uma redução significativa no número Anopheles funestus Giles 

1900 encontrados nas casas com mosqueiros. Além disso, Anopheles gambiae 

Giles 1902 e Anopheles funestus foram menos propensos a realizar alimentação 
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sanguínea e significativamente mais propensos a abandonar as casas com 

mosquiteiros. 

 Um outro estudo realizado em laboratório (Figura 20), avaliou o efeito de 

diferentes piretroides no comportamento de repouso de fêmeas de Cx. 

quinquefasciatus, Ae. aegypti e Anopheles quadrimaculatus Say 1824 

(Cooperband & Allan 2009). As fêmeas de Cx. quinquefasciatus foram as que 

mais evitaram o contato com os inseticidas testados durante todo o experimento, 

permanecendo em repouso na área não tratada por um longo período (Figura 

21). 

 Sathantriphop et al (2006) avaliaram a resposta comportamental de Cx 

quinquefasciatus de campo a três classes de inseticidas: piretroide deltametrina, 

organofosforado fenitrothion e o carbamato propoxur. A resposta dos mosquitos 

foi classificada em dois diferentes efeitos (repelente ou irritante) propostos por 

Roberts et al 1997. Efeito irritante sendo aquele provocado pelo contato com o 

inseticida e efeito repelente quando não há contato com o composto. Como 

resultado, observaram que deltametrina apresentou o maior efeito irritante e o 

fenitrotion, maior efeito repelente.  Mais recentemente, Boonyuan et al (2016) 

avaliaram o comportamento de Cx. quinquefasciatus suscetíveis e resistentes ao 

piretroide permetrina em um teste de repelência por excitação, utilizando duas 

concentrações do inseticida. Todas as populações testadas, independente do 

status de suscetibilidade, escaparam rapidamente das câmaras tratadas com 

permetrina, demonstrando que irritação foi a resposta predominante no estudo. 

 Os exemplos citados acima e outros estudos (Miller & Gibson 1994; Liu et 

al 2013; Boonyuan et al 2017) com Cx. quinquefasciatus evidenciam a influência 

do comportamento da espécie na resposta aos inseticidas e a importância da 

implementação desse tipo de avaliação nos programas de controle. 



 

35 
 

 

Figura 20 - Câmara utilizada na avaliação de comportamento. Ao fundo, papéis (tratado e 
não tratado com inseticida) dispostos lado a lado. Fonte: Figura adaptada de Cooperband & 

Allan (2009). 

 

 

Figura 21 - Duração média de repouso em minutos para as três espécies de mosquitos 
avaliadas. Área não tratada em cinza claro e área tratada com inseticida em cinza escuro. Fonte: 
Figura adaptada de Cooperband & Allan (2009). 
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1.6.4.2 Redução da penetração cuticular  

 A cutícula ou exoesqueleto é a parte mais externa do corpo do inseto. A 

sua estrutura é constituída por diferentes camadas e geralmente é bem 

conservada entre as espécies de insetos (Wigglesworth 1948). A camada mais 

externa é chamada de epicutícula, constituída principalmente de 

hidrocarbonetos, proteínas e lipídios, que em sua maioria são ácidos graxos 

livres e ésteres de cera. Abaixo da epicutícula está a procutícula, responsável 

por grande parte da massa cutícular, sendo formada principalmente por fibras de 

quitina e proteínas, sendo subdividida em exocutícula (parte superior e mais 

rígida) e endocutícula (parte inferior e mais macia). Por último está uma única 

camada de células epidérmicas que ficam na base da cutícula e secretam a 

maioria dos componentes cuticulares (Filshie & Waterhouse 1969; Filshie 1982).  

 A cutícula desempenha uma variedade de funções, como proteção do 

inseto contra dessecação, suporte mecânico para a locomoção, auxílio na 

percepção sensorial do ambiente, além de funcionar como a primeira e principal 

barreira contra a penetração de compostos externos, incluindo os inseticidas 

(Gilby 1984). A redução da penetração cuticular ocorre por modificações na 

cutícula que reduzem ou desaceleram a entrada das moléculas do inseticida no 

corpo do inseto (Perry & Agosin 1974). Até o momento, foram descritos dois 

mecanismos de resistência por redução de penetração cuticular (Figura 22): 

espessamento e alteração de composição da cutícula (Balabanidou et al 2018).  

Espessamento da cutícula  

 Por meio de microscopia eletrônica, já foi observado que mosquitos An. 

gambiae resistentes a inseticidas apresentam cutícula notavelmente mais grossa 

devido a uma deposição extra de hidrocarbonetos na sua epicutícula 

(Balabanidou et al 2016). Os hidrocarbonetos de insetos são elementos muito 

variáveis e são produzidos por células específicas conhecidas como enócitos 

(Blomquist & Bagnères 2010). A biossíntese dos hidrocarbonetos nos enócitos é 

regulada principalmente por duas enzimas P450 (CYP4G16 e CYP4G17), que 

estavam superexpressas pelos enócitos abdominais de An. gambiae resistentes 

(Figura 23).  
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Figura 22 – Mecanismos de resistência por redução de penetração cuticular. Todas as 
modificações cuticulares propostas para sustentar a captação reduzida de inseticida são 
descritas. A espessura das setas representa a permeabilidade da cutícula. (1) Resistência por 
espessamento da epicutícula. (2) Resistência por espessamento da procutícula. (3) Resistência 
por espessamento da epi e procutícula. (4) Resistência por alteração da composição da cutícula. 
Fonte: Figura adaptada de Balabanidou et al (2018). 
 

 

Figura 23 – Localização imunohistoquímica das P450s CYP4G16 e CYP4G17 de An. 
gambiae resistentes a inseticidas. Em (A, coluna à esquerda) Corte longitudinal de mosquitos 
imunocorados com os anticorpos α-CYP4G17– e α-CYP4G16– (em verde). Núcleos das células 
são corados em vermelho com TOPRO (coluna central). Imagens mescladas das P450s e os 
núcleos corados (coluna à direita). Escala, 50 µm. Túbulos de Malpighi; (en) enócitos. Em B 
imagem amplificada focando nos enócitos, mostrando a sublocalização da CYP4G16 (associada 
à membrana citoplasmática) e CYP4G17 (associada ao retículo endoplasmático). Escala, 10 µm. 
Fonte: Figura adaptada de Balabanidou et al (2016). 
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 Uma forma alternativa de espessamento é a super expressão de 

proteínas cuticulares (CPs - Cuticular Proteins, em inglês). Uma linhagem 

africana de An. gambiae resistente a piretroides e DDT apresentou 

espessamento de todas as camadas da cutícula (Figura 24).  Esses mosquitos, 

além de super expressarem enzimas de detoxificação (P450 e GST), também 

apresentaram uma alta expressão de um conjunto de proteínas CP (CPLCG3, 

CPR124, CPR127, CPR129) ligantes de quitina (Yahouédo et al 2017). As 

proteínas (CPLCG3, CPLCG4 e CPLCG5) também foram encontradas em super 

expressão em outras linhagens de Anopheles resistentes a inseticidas (Vontas 

et al 2007; Awolola et al 2009; Nkya et al 2014). Essas proteínas são encontradas 

principalmente na endocutícula dos membros dos mosquitos e sua elevada 

expressão consiste em um mecanismo de resistência por espessamento da 

cutícula (Vannini et al 2014). 

 

Figura 24 - Imagem de microscopia eletrônica em escala de 1µm da ultraestrutura da 
cutícula das linhagens controle (à esquerda) e resistente (à direita) de An. gambie. (1) 
Epicutícula, (2) Exocutícula e (3) Endocutícula.  Fonte: Figura adaptada de Yahouédo et al (2017) 

 

 Em Culex, as CPs foram relacionadas com resistência a deltametrina. 

Uma linhagem de Cx. pallens resistente ao piretroide apresentou super 

expressão de 14 CPs, mas o silenciamento de um único gene (CpCPLCG5) foi 

capaz de aumentar a suscetibilidade a deltametrina dessa linhagem, 

aumentando a mortalidade dos mosquitos em 40% (Figura 25). A análise do 

alinhamento da sequência de aminoácidos do gene silenciado evidenciou grande 
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similaridade com o CpCPLCG5 ortólogo de Cx quinquefasciatus (Fang et al 

2015). 

 

Figura 25 - Mortalidade dos mosquitos em bioensaio tipo OMS após silenciamento por 
RNAi do gene CpCPLCG5. Três dias após a injeção com siRNA as fêmeas foram expostas a 
deltametrina 0,05% por 15 minutos. Mortalidade foi registrada 24 horas após a exposição. Os 
dados de 3 experimentos independentes foram analisados. Os resultados são mostrados como 
médias de mortalidade. ** diferença significativa. Fonte: Adaptada de Fang et al (2015) 

 

Alteração da composição da cutícula 

 Mudanças na composição das diferentes camadas da cutícula podem 

reduzir a capacidade de penetração dos inseticidas. Essas alterações podem ser 

mediadas por dois tipos de processos:  

I – Super expressão de Lacase 2 

 Lacase 2 (Lac2) é uma enzima envolvida no processo de pigmentação e 

endurecimento da cutícula, catalisando as reações de oxidação de dopamina, 

formando quinonas que serão utilizadas para a síntese de melanina (Arakane et 

al 2005). Quando a expressão dessa enzima é silenciada em besouros 

Monochamus alternatus Hope 1842, o inseto apresenta um desenvolvimento 

anormal da cutícula, tornando-se mole, mais larga e com a procutícula muito 

mais fina quando comparado com os insetos controle (Niu et al 2008).  
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 Em Culex, a Lac2 é produzida pela expressão do gene CpLac2 e essa 

expressão é abundante em ovos, no 4° estádio larval e nas pupas, o que reforça 

hipótese de sua participação no endurecimento do córion dos ovos e na 

esclerotização da cutícula. Além disso, foi observada em larvas de 4° instar e 

pupas de Culex pallens resistentes a piretroide, a superexpressão do CpLac2 

em comparação a larvas e pupas suscetíveis ao inseticida (Figura 26). Esses 

resultados indicam que a resistência ao piretroide nessas linhagens pode ser 

derivada de um reforço da cutícula, o que reduz a penetração do inseticida (Pan 

et al 2009).  

 

Figura 26 – Níveis de expressão de CpLac2 em larvas de 4° estádio e pupas de Culex 
pallens suscetíveis e resistentes ao piretroide fenvalerato. A expressão foi mensurada por 
qPCR. Os níveis de expressão de CpLac2 na linhagem suscetível foi considerada como basal 
(ou 1). O gene β-actin foi utilizado para normalizar o nível de expressão.  Os dados são médias 
de três experimentos independentes. * diferença significativa (p<0.05). Fonte: Figura adaptado 
de Pan et al (2009). 

 

II – Super expressão de transportadores ABC e translocações cuticulares 

 Transportadores ABC, “ATP-binding cassette” em inglês, atuam como 

bomba de efluxo em células eucariotas e sua expressão na epiderme facilita a 

exportação de componentes como lipídios e hidrocarbonos cuticulares em 

direção à cutícula (McFarlane et al 2010). A expressão aumentada de 

transportadores ABC da subfamília G nas patas de An. gambiae resistentes tem 

sido relacionada com a elevada deposição de hidrocarbonos cuticulares e 

consequente redução da penetração cuticular nessas regiões (Pignatelli et al 

2017). 
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 Além da super expressão de transportadores ABC, aparentemente o 

aumento de translocações cuticulares também pode afetar não só a composição 

da cutícula, mas também aumentar sua rigidez. A super regulação de uma 

glicoproteína-p (gp-P), localizada principalmente na cutícula e no corpo 

gorduroso de lagartas do tabaco, Heliothis virescens (Fabricius, 1781) 

resistentes a pesticidas piretroides e carbamatos foi relacionada com a redução 

da penetração cuticular dos compostos. Apesar de não observarem a correlação 

entre a expressão da glicoproteína-p e a resistência, a expressão de gp-P em 

larvas com resistência a pesticidas variando de moderada a alta foi de 5 a 6 

vezes maior em comparação a larvas suscetíceis (Lanning et al 1996). 

 Em mamíferos, gp-P atua como uma bomba de efluxo ATP-dependente 

que transporta drogas e xenobióticos para fora da célula. Sua elevada expressão 

é relacionada com ação protetora contra xenobióticos (Azevedo et al 2009). A 

denominação P dessa glicoproteína foi atribuída ao seu potencial de modulação 

de permeabilidade da membrana (Juliano & Ling 1976) e sua homologia com a 

gp-P de insetos ainda é desconhecida. Entretanto, Rao et al (1994) avaliaram a 

atividade da gp-P humana quando expressa em células de insetos e observaram 

que ela desempenha função análoga quando expressa em mamíferos, reduzindo 

o acúmulo de xenobióticos na célula. Portanto, além de reduzir a permeabilidade 

da cutícula das larvas, a gp-P também parece atuar no bombeamento ativo dos 

inseticidas para fora da célula, implicando em alterações fisiológicas e possível 

propagação da resistência (Lanning et al 1996). 

1.6.4.3 Detoxificação metabólica 

 Insetos possuem naturalmente enzimas que os protegem da ação de 

xenobióticos. Essas enzimas detoxificantes compõem um eficiente mecanismo 

que provavelmente foi desenvolvido em co-evolução com a extensa variedade 

de compostos tóxicos produzidos pelas plantas (Rosenthal & Berenbaum 1992). 

Portanto, não é de se surpreender que a detoxificação metabólica seja um dos 

mecanismos de resistência a inseticidas mais comuns (Scott 1991).  A 

detoxificação de xenobióticos em insetos pode ser feita em até três fases e é 

realizada por três principais grupos de enzimas (esterases, oxidades e glutationa 

S-transferases - GSTs) (Figura 27). Na primeira fase, os xenobióticos passam 
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por uma série de modificações químicas (oxidação, redução e hidrólise) 

realizadas pelas oxidases de função mista (MFO ou P450). Na segunda fase os 

substratos da reação anterior são conjugados (adição de -OH, -NH2, -SH, ou -

COOH) pelas GSTs, tornando-os mais hidrossolúveis. Finalmente, na terceira 

fase os metabólicos gerados nas fases anteriores são excretados da célula de 

forma ativa via transportadores ABC. As esterases podem participar das duas 

primeiras fases de detoxificação de xenobióticos, sendo responsáveis pela 

hidrólise de grupamentos éster (Xu et al 2005; Dermauw & Van Leeuwen 2014). 

 

Figura 27 - Mecanismo de detoxificação de xenobióticos em insetos. Em amarelo estão 
representadas as principais famílias gênicas envolvidas no processo de detoxificação. Na fase I 
ou fase de modificação química há maior participação de oxidases (MFO – P50), na fase II ou 
fase de conjugação há maior atividade das Glutationa S-Transferases (GSTs) e na fase III ou 
fase de exportação, os metabólicos resultantes das fases anteriores são excretados via 
transportadores ABC. Note que as esterases podem participar das duas primeiras fases do 
processo e que nem todos os xenobióticos precisam passar por todas as fases para serem 
excretados.  Fonte: Figura adaptada de Torres (2013). 

 

Esterases 

 Provavelmente, o mecanismo de detoxificação mais comum em insetos 

seja a modificação da quantidade ou da atividade de enzimas esterases que são 

capazes de hidrolisar diferentes tipos de inseticidas (Cygler et al 1993). Em 
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mosquitos, o mecanismo de resistência relacionados com esterase tem sido 

mais estudado a nível bioquímico e molecular em Culex, onde o espectro de 

resistência a organofosforado é resultado de alta atividade dessa família de 

enzimas. Em Cx. quinquefasciatus, αest e βest são os loci mais comumente 

relacionados com esse tipo de resistência (Vaughan 1997). Essas enzimas 

atuam catalisando reações de hidrólise de grupamento éster, componente da 

estruta química de inseticidas como organofosforados, carbamatos e piretroides 

(Hemingway et al 2004). 

 Vários estudos têm associado a resistência a inseticidas 

organofosforados e carbamatos em Cx. quinquefasciatus com a detoxificação 

mediada por esterases (Georghiou et al 1980; Bisset et al 1990, 1991; Peiris & 

Hemingway 1990; Wirth et al 1990; Norris & Norris 2011; Gordon & Ottea 2012; 

Viswan et al 2019). O mecanismo de resistência a inseticidas mediado por 

esterases pode ser divido em dois grupos: baseados em esterases elevadas e 

não elevadas. No primeiro grupo, há superprodução de esterases geradas por 

amplificação gênica, já no segundo grupo a resistência é mediada por regulação 

gênica e não por amplificação (Reymond et al 1998). 

Oxidases de Função Mista - MFO (ou citocromos P450 monooxigenases) 

 São uma complexa família de enzimas encontrada na maioria dos 

organismos, incluindo insetos. Essas enzimas estão envolvidas no metabolismo 

de xenobióticos e também no metabolismo endógeno (Hemingway & Ranson 

2000). As citocromo P450 monooxigenases de insetos são importantes para a 

detoxificação de inseticidas e fitotoxinas (Scott et al 1998). Estão envolvidas no 

metabolismo de praticamente todos os inseticidas, levando à ativação de 

moléculas, no caso de inseticidas organofosforados ou mais geralmente na 

detoxificação desses compostos.  A detoxificação por P450 é importante não só 

pelos altos níveis de resistência que elas conferem, mas também porque podem 

fornecer resistência cruzada a compostos não relacionados devido à variedade 

de substratos que essas enzimas são capazes de metabolizar (Bergé et al 1998; 

Yang et al 2004). A resistência a inseticidas pode resultar de alterações na 

atividade catalisadora da P450 envolvida e/ou nos níveis de expressão gênica 

(Oppenoorth 1984). 
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 Em Cx. quinquefasciatus a detoxificação por P450 é relacionada com 

resistência a inseticidas organofosforados (Hemingway et al 1990) e piretroides 

(Hemingway et al 1990; Kasai et al 1998; Yanola et al 2015). Em larvas de 

linhagens resistentes ao piretroide permetrina, pelo menos treze P450 são mais 

expressas: CYP9M10 CYP4H34, CYP6AA7, CYP6Z12, CYP9J33, CYP9J34, 

CYP9J40, CYP9J43, CYP9J45, CYP306A1, CYP6PF1, CYPPAL1 e  

CYP4C52v1 (Kasai et al 2000; Komagata et al 2010; Liu et al 2011; Gong et al 

2013, 2017) enquanto que apenas a CYP6AA7 foi superexpressa em adultos (Liu 

et al 2011). 

Glutationa S-Transferases – GSTs 

 GSTs formam uma classe de enzimas com amplo repertório de substratos 

específicos, que lhes confere uma notável importância na detoxificação de 

xenobióticos, incluindo inseticidas (Salinas & Wong 1999). As GSTs 

normalmente estão envolvidas na conjugação de xenobióticos com substratos 

endógenos, como a glutationa (Atkins et al 1993). Níveis de atividade elevada 

dessas enzimas estão associados com resistência em praticamente todas as 

classes de inseticidas. A detoxificação dos organoclorados DDT e lindano são 

catalisadas pelas GSTs (Clark &Shamaan 1984; Enayati et al 2005). A 

conjugação das GSTs com inseticidas organofosforados também resulta em 

detoxificação desses compostos (Oppenoorth et al 1979; Chiang & Sun 1993). 

Essas enzimas estão envolvidas em muitos casos de resistência a 

organofosforados (Hayes & Wolf 1988) e há evidências da sua participação 

também no metabolismo de piretroides (Kostaropoulos et al 2001; Vontas et al 

2001). 

 Em insetos, pelo menos seis classes de GSTs são encontradas (Enayati 

et al 2005), e três dessas classes (delta, epsilon e theta) foram identificadas em 

Cx. quinquefasciatus através da análise do genoma da espécie (Niranjan Reddy 

et al 2011). Em Cx. quinquefasciatus, a detoxificação por GSTs foi relacionada 

com resistência aos inseticidas piretroides (Norris & Norris 2011; Low et al 2013; 

Muthusamy et al 2015), organofosforados (Liu et al 2005; Low et al 2013; 

Muthusamy et al 2015; Viswan 2016, 2019), carbamatos (Low et al 2013, Viswan 

et al 2016, 2019) e o organoclorado DDT (Kasai et al 2009; Norris & Norris 2011, 

Low et al 2013).  
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1.6.4.4 Alteração de sítio-alvo 

 Mesmo com o surgimento de novas classes de inseticidas, os 

carbamatos, organoclorados, piretroides e organofosforados ainda são muito 

utilizados em saúde pública e todos eles afetam o sistema nervoso dos insetos 

(Ndiath 2019). Deleção, substituição ou adição de nucleotídeos no DNA podem 

alterar a sequência de aminoácidos das proteínas-alvo desses compostos.  

Quando isso ocorre, a interação entre o composto selecionado e o seu sítio-alvo 

é comprometida, reduzindo ou até mesmo anulando seu efeito inseticida 

(Feyereisen 1995). 

Acetilcolinesterase (AChE) 

 A AChE é o alvo dos inseticidas organofosforados e carbamatos. Em 

situações normais, o neurotransmissor excitatório acetilcolina (ACh) se liga aos 

receptores pós-sinápticos para que ocorra a transmissão do impulso nervoso e 

sem seguida se desconecta desses receptores, voltando para a fenda sináptica, 

onde é hidrolisada pela AChE (Rosenberry 1975). Na presença de 

organoclorados e/ou carbamatos, a AChE é inibida de forma reversível 

(carbamatos) ou irreversível (organofosforados), gerando o acúmulo de 

acetilcolina (Figura 28) e provocando a estimulação descontrolada do sistema 

nervoso, resultando na morte do inseto (Ayad & Georghiou 1975).  

 Em Culex, as AChEs são codificadas por dois genes, ace-1 e ace-2 

(Bourguet et al 1996a). Entretanto, aparentemente só as enzimas codificadas 

pelo gene ace-1 estão relacionadas com resistência a inseticidas (Malcom et al 

1998). Três substituições de aminoácidos na AChE1 (G119S, F290V e F331W) 

são relacionadas com resistência aos inseticidas organofosforados e 

carbamatos em Culex. A mutação G119S é reconhecida como “clássica” por ser 

a mais frequente em mosquitos resistentes a organofosforados e carbamatos. 

Essa mutação de caráter recessivo ocorre pela substituição do aminoácido 

glicina (GGC) por serina (AGC) no sítio 119 do gene ace-1 (Weill et al 2003). A 

mutação F290V só foi identificada em Cx. pipens e ocorre pela substituição de 

fenilalanina (TTT) por valina (GTT) no sítio 290 do mesmo gene (Alout et al 

2009). Já a mutação F331W só foi encontrada até o momento em Culex 

tritaeniorhynchus Giles, 1901 da Ásia e ocorre pela substituição de fenilalanina 
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(UUC) por triptofano (UGG) no sítio 331 (Nabeshima et al 2004; Alout et al 2007). 

Em Cx. quinquefasciatus, apenas a mutação G119S foi identificada até o 

momento (Corbel et al 2007; Tantely et al 2015; Yadouléton et al 2015; Delannay 

et al 2018; Silva Martins et al 2017, 2019). 

 

Figura 28 - Sinapse colinérgica na ausência e na presença de inibidores de AChE. Fonte: 
Araújo et al (2016) 

 

 A presença da mutação G119S está relacionada com um alto custo no 

fitness do inseto (Bourguet et al 1996b), que pode ser definido como um gasto 

energético ou desvantagem significativa na aptidão do inseto resistente em 

comparação aos indivíduos susceptíveis da mesma população (Kliot & Ghanim 

2012), como por exemplo alta mortalidade no estádio pupal (Djogbénou et al 

2010). A enzima mutante, apesar de conferir resistência aos inseticidas, 

apresenta uma atividade 60% menor em relação à enzima sem mutação (Berticat 

et al 2004). No entanto, foi identificada uma duplicação do gene ace-1, onde os 

indivíduos apresentavam ambos os alelos, mutante (ace-1R) e selvagem (ace-

1S). A presença de duplicação gênica garantiu os efeitos de resistência aos 

organofosforados e carbamatos e também diminui os efeitos deletérios 
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resultantes da mutação (Labbé et al 2007). Efeitos no fitness das mutações 

F290V e F311W ainda são desconhecidos (Alout et al 2009).  

Canal de sódio regulado por voltagem (NaV) 

 Os neurônios possuem canais dependentes de voltagem que regulam a 

condução elétrica através de processos de entrada e saída de íons. O NaV regula 

a permeabilidade ao sódio durante o início do potencial de ação, permitindo a 

transmissão do impulso nervoso ao longo da célula (Hille 1978). Quando 

estimulado, o NaV sai de seu estado de repouso, mudando sua conformação e 

permitindo o influxo de sódio. O canal permanece aberto por milissegundos e 

depois volta a se fechar enquanto os canais de potássio se abrem. Esse 

processo permite a transmissão do impulso nervoso e a repolarização da 

membrana, reestabelecendo o seu potencial de repouso (Hodgkin & Huxley 

1952).  

 O canal de sódio é formado por uma proteína transmembranar onde a 

subunidade α é funcional e forma o núcleo do canal. A subunidade α pode ser 

dividida em 4 domínios homólogos (I, II, III e IV) dispostos de forma circular, 

formando um poro. Essa disposição aproxima os domínios I e IV. Cada domínio 

é formado por seis segmentos (S1-S6) helicoidais e transmembranares (Figura 

29), sendo o S4 o segmento mais conservado e responsável pela abertura do 

canal (Catterall 1992). 

 

Figura 29 - Representação do canal de sódio regulado por voltagem. Em (A), os quatro 
domínios homólogos da subunidade α são representados por diferentes cores. Cada domínio é 
constituído de seis segmentos transmembranares que formam o poro revestido pelo laço de 
seletividade para Na+. Em (B), disposição dos domínios da subunidade α. Fonte: Figura 
adaptada de Meisler & Kearney (2005) 
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Os inseticidas piretroides e o DDT se ligam aos segmentos S5 e S6 da 

subunidade α fazendo com que o canal de sódio permaneça aberto, impedindo 

a regulação entre os íons sódio e potássio, resultando em impulso nervoso 

constante seguidos de paralisia e morte do inseto, fenômeno também conhecido 

como knockdown (Soderlund & Bloomquist 1990). Mutações no canal de sódio 

podem resultar em alteração conformacional da proteína, impedindo a ligação 

das moléculas dos inseticidas e consequentemente a perda do efeito desejado. 

 Os alelos responsáveis pela alteração de conformação do canal de sódio 

e resistência aos inseticidas piretroides e DDT são recessivos e comumente 

chamados de knockdown resistance ou simplesmente alelos kdr (Milani 1954). 

Em mosquitos, a evidência da presença desses alelos foi primeiramente descrita 

por Plapp & Hoyer (1968) em Culex tarsalis resistentes a piretroides e DDT. 

Posteriormente, mecanismos similares foram descritos para outras espécies, 

como Ae. aegypti (Chadwick et al 1977), Cx. quinquefasciatus (Priester & 

Georghiou 1978) e An. stephensi Liston, 1901 (Omer et al 1980).   

 Substituições convergentes para o códon 1014 do NaV, cujo aminoácido 

se localiza no sexto segmento do domínio II (IIS6), são as mais frequentemente 

observadas em insetos resistentes a piretroides e DDT entre as mais variadas 

ordens como Blattodea, Hemiptera e Lepidoptera (Soderlund & Knipple 2003). 

As mutações kdr comumente descritas em Culex estão também no códon 1014, 

sendo a substituição de uma leucina (TTA) por fenilalanina (TTT ou TTC),  

L1014F; leucina por serina (TCA ou TCT), L1014S; ou leucina por cisteína (TGT), 

L1014C (Martinez-Torres  et al 1999; Wondji  et al 2008; Zhou et al 2009; Liu et 

al 2012; Wang et al 2012). A mutação L1014C só foi observada em Cx. molestus 

Forskal, 1775 da China e sua relação com a resistência a inseticidas ainda é 

incerta (Wang et al 2012). Apesar de terem sido descritas outras mutações 

sinônimas e não-sinônimas no canal de sódio de Cx. quinquefasciatus (Figura 

30), as suas influências na resistência a inseticidas ainda não foram esclarecidas 

(Li et al 2012). Portanto, até o momento, a L1014F é única substituição no canal 

de sódio que foi encontrada em Cx. quinquefasciatus e que é relacionada com 

resistência a piretroides e ao DDT (Priester & Georghiou 1978). 
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 Além do papel desempenhado na resistência, foram observados efeitos 

variados da mutação kdr L1014F no fitness de Cx. quinquefasciatus, em 

ambiente livre de inseticida. Por exemplo, no estudo realizado por Berticat et al 

(2008) foi observado que portadores da mutação kdr apresentaram uma redução 

significativa no número de fêmeas que emergiam em um ambiente livre de 

inseticidas. Entretanto, indivíduos com ambas as mutações kdr e ace-1R, 

apresentaram efeitos deletérios amenizados, com relação aqueles portando 

somente a ace-1R.  

 

Figura 30 – Esquema representando os sítios de ocorrência de mutações sinônimas e não-
sinônimas no canal de sódio de Culex quinquefasciatus. Mutações não-sinônimas são 
indicadas por pontos sólidos e suas localizações estão sublinhadas. Mutações sinônimas são 
indicadas por quadrados abertos e suas localizações estão em itálico. As posições das mutações 
estão numeradas de acordo com as sequências de aminoácidos de Cx. quinquefasciatus 
(números de acesso: JN695777, JN695778, JN695779). As posições correspondentes na 
proteína do canal de sódio ortóloga de Musca domestica  Linnaeus, 17581 estão mostradas entre 
parênteses. Fonte: Figura adaptada de Li et al 2012. 

 

Receptores GABA 

 O ácido -aminobutírio (GABA) é o principal neurotransmissor inibitório do 

sistema nervoso em vertebrados e invertebrados (Nistri & Constanti 1979). Além 

do sistema nervoso central, em insetos os receptores GABA também são 

encontrados no sistema neuromuscular e são responsáveis pelo controle de íons 

Cl- no interior da célula. Após a ligação do GABA ao seu receptor pós-sináptico, 

 
1 M. domestica é utilizada como referência por ser a primeira espécie a ter as mutações kdr estudadas e 
identificadas (Milani 1954; Williamson et al 1996). 
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em condições normais, ocorre um aumento da permeabilidade da membrana aos 

íons cloro, desencadeando o efeito inibitório do sistema nervoso (Lummis 1990). 

 Os receptores GABA que agem como canais iônicos são chamados de 

receptores ionotrópicos e são constituídos de cinco subunidades, duas α, duas 

β e uma  (Figura 31A). O sítío de ligação GABA fica localizado entres as partes 

superiores das subunidades α e β e entres as subunidades α e  é encontrado 

um sítio de ligação alostérico (Figura 31B). Esses receptores são alvos dos 

inseticidas avermectinas, piretroides tipo II e organoclorados ciclodienos. As 

avermectinas são utilizadas na agricultura e agem como agonistas, 

competetindo com o GABA e ligando-se em seus receptores pós-sinápticos de 

maneira irreversível.  Essa ligação provoca super inibição do impulso nervoso, 

desencadendo ataxia e paralisia do inseto. Já os inseticidas piretroides tipo II e 

ciclodienos antagonizam o efeito inibitório do GABA, ligando-se no sítio 

alostérico e impedindo a entrada de íons cloro na célula, provocando tremores, 

convulsões e morte do inseto (Sattelle 1990). 

 

Figura 31 - Representação do receptor GABA ionotrópico. Em (A), vista lateral do receptor e 
suas subunidades, destacando a ligação do GABA (círculo vermelho). Em (B), vista superior do 
receptor, destacando o sítio de ligação GABA (círculo azul) e o sítio de ligação alostérico (círculo 
rosa). Inseticidas avermectinas competem com o GABA pela ligação no seu sítio e os inseticidas 
piretroides tipo II e organoclorados ciclodienos se ligam no sitío alostérico, antagonizando os 
efeitos do GABA pelo impedimento da entrada de Cl- na célula. Fonte: Adaptada de Hansen 
(2016). 
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 Os receptores de GABA são codificados pelo gene rdl (Resistance to 

Dieldrin, em inglês) e algumas alterações na sequência de aminoácidos desse 

gene podem conferir resistência aos inseticidas que interagem com os 

receptores de GABA (Ffrench-Constant & Roush 1991). Em mosquitos, duas 

mutações (A302S e A302G) no gene rdl estão relacionadas com resistência a 

inseticidas. A mutação A302S ocorre pela substituição de alanina (GCA) por 

serina (TCA) no codon 302 do rdl, onde também pode ocorrer substituição por 

glicina (GGA), A302G (Du et al 2005). Em Culex, apenas a mutação A302S foi 

identificada até o momento (Tantely et al 2010; Pocquet et al 2013; Taskin et al 

2016). 

Receptor Cqm1 

 A Cqm1 (Culex quinquefascistus maltase 1) é uma α-glicosidase ligada à 

membrana plasmática das células do epitélio intestinal de Cx. quinquefascitus 

por meio de uma âncora do tipo glicosil-fosfatidilinositol (GPI) (Darboux et al 

2001). É alvo das toxinas produzidas pela L. sphaericus. Quando são ingeridas 

pelas larvas do mosquito, as protoxinas binárias são solubilizadas em pH alcalino 

intestinal, tornando-se ativas após clivagem por serinaproteases (Baumann et al 

1985). A toxina Bin ativa se liga ao receptor Cqm1 presente no epitélio intestinal 

das larvas por meio do componente BinB (Figura 32), promovendo a destruição 

das mocrovilosidades e posterior degeneração do epitélio intestinal, com 

consequente morte da larva (Charles et al 2006; Silva-Filha et al 1999).  

 

Figura 32 - Representação esquemática da ligação do componente BinB da toxina Bin do 
L. sphaericus ao receptor Cqm1, ligado à membrana plasmática das células do epitélio 
intestinal de larvas de Culex quinquefasciatus por uma molécula de 
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Fonte: Melo (2008) 
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 O gene cqm1 possui cerca de 1870 nucleotídeos (Romão et al 2006). 

Algumas alterações nesse gene podem contribuir para a formação de um 

receptor solúvel, sem ancôra GPI e que não se prende ao epitélio intestinal ou 

ainda resultar na mudança de conformação do receptor no epitélio (Chalegre 

2008). Três deleções no gene cqm1 causam uma mudança na fase de leitura, 

gerando um códon de terminação de tradução prematuro, levando à produção 

de uma proteína solúvel e desprovida de ancôra GPI: i) alelo cqm1REC com 

deleção de 19 nucleotídeos (d19) entre as posições 1276-1294 (Romão et al 

2006), ii) alelo cqm1REC-D16, com deleção de 16 nucleotídeos (d16) entre 1306-

1321 e iii) alelo cqm1REC-D25 com deleção de 25 nucleotídeos (d25), que engloba 

os nucleotídeos da d19 e as seis bases subsequentes, posição 1256-1300 

(Chalegre et al 2012). 

 Além das deleções, ocorre ainda o alelo cqm1REC-2, caracterizado pela 

transição de A por G no nucleotídeo 1324, ocasionando a substituição não 

sinônima de triptofano (TGG) para um stop códon (TAG).  Essa mutação também 

gera uma proteína truncada, sem âncora GPI (Chalegre et al 2015). Todas as 

alterações citadas impedem a ligação da toxina ativa ao receptor Cqm1, 

impossibilitando consequentemente, sua ação inseticida. 
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1.6.5 Justificativa 

 A premissa de uma estratégia de controle vetorial eficiente é a obtenção 

do maxímo de conhecimento possível sobre a espécie que se queira combater. 

Entre outras características, é importante que se conheça o seu ciclo de vida, 

preferência alimentar, distribuição geográfica, dinâmica populacional e interação 

com o homem e com outras espécies. 

 No controle químico é de extrema necessidade que se conheça o perfil 

genético da população alvo para que melhor se entenda sua dinâmica 

populacional, fluxo gênico, bem como sobre a predisposição à susceptibilidade 

ou resistência a compostos que sejam de fato efetivos na redução da densidade 

populacional ou até mesmo em sua erradicação. O Brasil possiu alta infestação 

de Cx. quinquefasciatus em centros urbanos de norte a sul do páis, de forma que 

não faz sentido esperar que surjam epidemias emergentes ou reemergentes de 

arbovírus em que este mosquito faça parte do ciclo de transmissão, para que se 

iniciem estudos mais aprofundados acerca da espécie.    

 Ao contrário do Ae. aegypti, tanto o perfil genético quanto a 

susceptibilidade ao controle químico das populações brasileiras de Cx. 

quinquefasciatus ainda são muito pouco conhecidos e explorados, pois não 

existe um programa de monitoramento para a espécie no país. Por exemplo, até 

o momento, um número ínfimo de trabalhos avaliou a presença de mutações 

relacionadas com resistência a inseticidas em Cx. quinquefasciatus do Brasil, ou 

mesmo a extensão da diversidade do endossimbionte Wolbachia nesse vetor. 

Neste estudo, são trazidas novas informações referentes a ocorrência ou 

ausência de mutações relacionadas à resistência a inseticidas em populações 

de Cx. quinquefasciatus das cinco regiões do país, bem como a identificação da 

diversidade de Wolbachia presente nesses mosquitos.  Essas informações serão 

úteis para um melhor conhecimento do perfil genético de Cx. quinquefasciatus 

do Brasil, com o potencial de direcionar as ações de controle da espécie, que 

podem auxiliar na implementação de um programa nacional de monitoramento 

da resistência para a espécie. 
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2. Objetivos 

2.1  Objetivo Geral 

 

 Avaliar a diversidade e a presença de mutações nos principais genes 

relacionados com resistência a inseticidas e a diversidade de Wolbachia pipientis 

em populações brasileiras de Cx. quinquefasciatus. 

 

2.2  Objetivos específicos 

 

• Determinar o perfil de susceptibilidade a inseticidas piretroides e 

organofosforados em linhagens de Cx. quinquefasciatus de laboratório; 

• Identificar se há ocorrência de mutações classicamente relacionadas com 

resistência a inseticidas nos genes ace-1, NaV e cqm1 nas linhagens de 

laboratório e em populações de campo de Cx. quinquefasciatus; 

• Explorar a diversidade de Wolbachia pipients em populações naturais de 

Cx. quinquefasciatus e nas linhagens de laboratório. 
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3. Materiais e Métodos 

3.1 Criação, coleta e obtenção dos mosquitos 

O Laboratório de Fisiologia e Controle de Artrópodes Vetores (Laficave) possui 

duas colônias de Cx. quinquefasciatus. Ambas foram coletadas na cidade do Rio 

de Janeiro no ano de 2002, nos bairros de Benfica e Jacarepaguá. Os mosquitos 

provenientes de Benfica foram coletados no Instituto de Biologia do Exécito 

(IBEx) e são identificados como “colônia IBEx”. Já os mosquitos provenientes de 

Jacarepaguá foram coletados próximos ao então existente Autódromo 

Internacional Nelson Piquet e são identificados como “colônia JPA”. Essas 

colônias são mantidas no Laficave desde então. As larvas são criadas em bacias 

plásticas contendo água desclorada com aproximadamente 3 gramas de ração 

para gatos triturada (Purina® Friskies®).  A ração é adicionada a cada três dias 

para alimentar as larvas. As pupas são recolhidas diariamente com o auxílio de 

uma pipeta Pasteur e transferidas para gaiolas de papelão cilíndricas (16,5 cm 

de diâmetro x 17,5 cm de altura). Nessas gaiolas é adicionado um Erlenmeyer 

com algodão embebido em solução de sacarose a 10% para alimentação dos 

mosquitos adultos. Para a produção de ovos, as fêmeas realizam repasto 

sanguíneo em cobaias anestesiadas (de acordo com protocolo número L-

004/2018, aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Fiocruz, 

Anexo II). Os adultos são mantidos a 26 ± 1 ºC e 70-80% de umidade relativa 

(UR). 

 Já os mosquitos Cx. quinquefasciatus de campo foram coletados pela 

equipe do Laficave nas cidades de  Boa Vista/RR, Caseara/TO e Oiapoque/AP 

por meio da BG-Sentinel TrapTM (Biogents), ou ainda gentilmente cedidos por 

equipes colaboradoras, como a do Laboratório de Transmissores de 

Hematozoários (Lathema)/ IOC/ Fiocruz e do World Mosquito Program. A 

identificação em espécie foi feita por meio de chave dicotômica de Consoli & 

Lourenço de Oliveira (1994). Ao todo, obtivemos amostras de treze localidades 

(Aracaju/SE, Boa Vista/RR, Cáceres/MT, Campina Grande/PB, Caseara/TO, 

Cuiabá/MT, Foz do Iguaçu/PR, Manaus/AM, Oiapoque/AP, Pelotas/RS, 

Recife/PE, Rio de Janeiro/RJ e São Lourenço do Sul/RS) que abrangem as cinco 

regiões do país (Figura 33, tabela 2). Todas coletas ocorreram entre os anos 

2015 e 2018.  
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Figura 33 - Locais de origem das amostras de Culex quinquefasciatus 

 

 
Tabela 2 -Locais de origem e ano de obtenção das amostras de Culex quinquefasciatus 

 

 

Localização  Ano  Coordenada geográfica 

  Latitude Longitude 
Aracaju – SE  2018 10° 54′ 34″ Sul 37° 4′ 29″ Oeste 

Boa Vista – RR  2018 2° 49' 10'' Norte 60° 40' 17'' Oeste 
Cáceres – MT  2016 16° 4' 1'' Sul 57° 41' 12'' Oeste 
Campina Grande – PB  2016 7° 13' 51'' Sul 35° 52' 54'' Oeste 
Caseara – TO  2016 9° 16' 15'' Sul 49° 56' 47'' Oeste 
Cuiabá – MT  2017 15° 35' 56'' Sul 56° 5' 42'' Oeste 
Foz do Iguaçu – PR  2017 25° 32′ 49″ Sul 54° 35′ 18″ Oeste 

Manaus – AM  2017 3° 6' 26'' Sul 60° 1' 34'' Oeste 
Oiapoque – AP  2017 3° 49' 53'' Norte 51° 50' 7'' Oeste 
Pelotas – RS  2015 31° 46' 34'' Sul 52° 21' 34'' Oeste 
Recife – PE  2016 8° 3' 15'' Sul 34° 52' 53'' Oeste 
Rio de Janeiro – RJ  2018 22° 54' 13'' Sul 43° 12' 35'' Oeste 
São Lourenço – RS  2015 31° 21' 46'' Sul 51° 58' 44'' Oeste 
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3.2 Bionsaios com as linhagens de laboratório  

Bioensaios de exposição aos inseticidas larvicidas temefós (organofosforado) e 

aos adulticidas malathion (organofosforado) e deltametrina (piretroide) foram 

realizados com as linhagens de laboratório, a fim de se determinar seus níveis 

de susceptibilidade ou resistência.  Uma vez que não há uma linhagem 

referência de susceptibilidade para Culex, realizamos os ensaios utilizando 

sempre Ae. aegypti da linhagem Rockefeller em paralelo, como controle interno 

das condições do ensaio e como base para comparações entre diferentes 

ensaios.    

3.2.1  Bioensaio com larvas 

  

O organofosforado temefós foi o larvicida mais utilizado em reservatórios de 

água potável no país, em campanhas contra Ae. aegypti.  Foi gradativamente 

sendo substituído por compostos IGR a partir de 2010 (Valle et al 2019).  Na 

avaliação de suscetibilidade ao temefós, foram realizados três ensaios do tipo 

dose-resposta, de acordo com o protocolo OMS (WHO 2016) para cada 

linhagem de Cx. quinquefasciatus (JPA e IBEx) de laboratório, e em paralelo à 

linhagem Rockefeller de Ae. aegypti (Figura 33). Utilizou-se o produto grau 

técnico Temephos (Sigma-Aldrich), dissolvido em etanol absoluto (Merck) para 

o preparo das soluções testada.  As larvas foram expostas a 11 diferentes 

concentrações do inseticida (0,0015-0,0075 mg/L), com quatro réplicas por 

concentração. Adicionalmente, uma condição contendo apenas o solvente etanol 

(300 µL, que equivale à quantidade usada na maior concentração da solução 

com inseticida) foi feita em paralelo, como controle negativo.  Para cada réplica 

foram utilizadas 20 larvas de terceiro instar, totalizando 960 larvas por ensaio, 

por linhagem (880 larvas para as 11 concetrações + 80 larvas para o controle).  

Ou seja, nos três ensaios, foram utilizadas 2.880 larvas para cada uma das 

linhagens de laboratório.  A mortalidade das larvas foi registrada após 24h de 

exposição. 

 Os dados de mortalidade foram submetidos à análise Probit (Raymond 

1985), com auxílio do programa IBM SPSS Statistics versão 22.0 (IBM Corp. 

2013) para o cálculo das concentrações letais (CL) das populações, como por 

exemplo a CL50 – concentração necessária para matar 50% das larvas expostas. 
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Figura 34 - Representação dos ensaios dose-resposta com quatro réplicas por 
concentração. Em (A) copos controle com 20 larvas de terceiro instar expostas a etanol 0,25% 
por 24 horas, representando a situação controle. Em (B) exemplo de exposição a uma das 11 
concentrações de temephos utilizadas no ensaio. Fonte: Próprio autor. 

 

3.2.2   Bioensaios com adultos 

 A susceptibilidade aos adulticidas malathion (organofosforado) e 

deltametrina (piretroide), que são os mais comumente utilizados em campanhas 

contra mosquitos, em especial o Ae. aegypti, foi avaliada nas linhagens de 

laboratório de Cx. quinquefasciatus JPA e IBEx. Para tanto, foram realizados 

bioensaios do tipo dose-diagnóstica, de acordo com protocolo da OMS para 

papéis impregnados (WHO 2016).  Os papéis foram impregnados no Laficave, 

como feito por Brito et al (2013), com reagente grau técnico Deltamethrin 

Pestanal (Sigma-Aldrich) dissolvido em acetona (Merck) e com malathion 

(Sangosse). As soluções foram diluídas em óleo de silicone (Dow Corning) à 

concentração desejada, sendo 840 µL uniformemente aplicadas sobre papel 

filtro (Whatman 1) 12 x 14 cm.  Os papéis impregnados ficaram secando ao ar 

por dois dias e foram depois mantidos em geladeira até o uso. As doses 

diagnósticas utilizadas foram aquelas indicadas para Ae. aegypti pela OMS 

(WHOPES 2016): 0.05% e 0.8%, respectivamente para deltametrina e malation.   
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Para os ensaios, 20 fêmeas com idade entre 3-5 dias, não alimentadas 

com sangue, foram transferidas com ajuda de aspirador de Castro para o tubo 

sem inseticida, sendo ali aclimatadas por cerca de 30 minutos.  Em seguida, 

foram gentilmente sopradas para o tubo contendo o papel impregnado com a 

dose diagnóstica do inseticida, onde permaceream por 1 hora.  Os insetos foram 

em seguida soprados de volta para o respectivo tubo livre de inseticida. A taxa 

de knockdown ou mortalidade foi registrada após 1h de exposição, 

respectivamente, para o piretroide e o organofosforado.  Um novo registro de 

mortalidade foi feito 24 horas após a exposição para ambos os inseticidas. Em 

cada ensaio foram utilizadas três réplicas para cada linhagem e para cada 

inseticida, além de um controle negativo contendo papel impregando apenas 

com o solvente (Figura 35).  Os ensaios foram realizados em três momentos 

distintos.  A linhagem Rockefeller de Ae. aegypti foi avaliada em paralelo, como 

controle das condições do ensaio, onde era esperado 100% de mortalidade.  

 No total, foram utilizadas 540 fêmeas de cada linhagem para a realização 

dos três ensaios.  Vale destacar que as doses de deltametrina e malathion 

recomendadas pela OMS para avaliação de Cx. quinquefasciatus foram 

publicadas depois da realização destes ensaios e são menores do que as aqui 

utilizadas: 0,025% e 5%, respectivamente (WHOPES, 2016). 

Para ensaios do tipo dose-diagnóstica, a OMS indica que populações com 

mortalidade ≥ 98% serão consideradas susceptíveis, entre 90-97% com possível 

resistência e < 90% com resistência confirmada (WHO, 2016).   
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Figura 35 - Representação dos ensaios tipo dose-diagnóstica com três réplicas por 
inseticida. Em (A), 20 fêmeas adultas, não alimentadas e com idade entre 3 e 5 dias foram 
expostas aos papéis impregnados com inseticida durante 1 hora. Em seguida, foram transferidas 
para tubos de descanso, sem inseticida (B), onde foram mantidas até o registro de mortalidade, 
24 horas após a exposição. Fonte: Próprio autor. 

3.3 Ensaios moleculares 

3.3.1 Extração e purificação de DNA  

 As extrações de DNA genômico individual foram feitas por meio do 

método de lise por trituração em tampão TNES (250 mM de Tris pH 7.5, 2 M de 

NaCl, 100 mM de EDTA e 2.5% de SDS) (Martins et al 2007) modificado.  

Mosquitos adultos foram individualmente transferidos para tubos de polipropileno 

livres de nucleases de 1.5 mL contendo 25 µL de TNES e macerados com auxílio 

de um triturador portátil. Após a maceração foi adicionado mais 475 µL de TNES 

em cada tubo, seguido de agitação em vortex por 10 segundos. Posteriormente, 

foi adicionado 3 µL de proteinase K (20 mg/mL) em cada tubo, seguido de nova 

agitação. Na sequência, os tubos foram deixados em banho-maria a 55°C por no 

mínimo 3 horas. Logo após esse tempo, foi adicionado 2 µL de RNAse A 

10mg/mL em cada tubo, seguindo-se agitação por inversão 25 vezes e 

incubação em banho maria por 30 minutos a 37°C. Em seguida, 200 µL de NaCl 

5M foi adicionado para precipitação de proteínas. Os tubos foram então agitados 

em vortex por 20 segundos e centrifugados por 6 minutos a 15.000 g. O 

sobrenadante de cada amostra foi transferido para um novo tudo, onde se 
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seguiram lavagens do DNA para remoção do sal com 600 µL de isopropanol 

100%, misturado ao sobrenadante por inversão, seguindo-se de precipitação do 

DNA por centrifugação por 6 minutos a 15.000 g e descarte do sobrenadante, 

para nova lavagem, agora com 600 µL de etanol 70% e nova centrifugação 

semelhante à anterior. Todo o etanol foi cuidadosamente descartado e os tubos 

foram encaminhados para a estufa a 55°C por 10 minutos para secarem. 

Finalmente, o precipitado de DNA foi ressuspendido com 30 µL de água Milli-Q. 

3.4 Dosagem, diluição e montagem dos pools de DNA 

 A concentração e a pureza de todo DNA genômico extraído foram 

mensuradas por espectofotômetro NanoDropOne (Thermo ScientificTM) e 

posteriormente, cada amostra foi diluída à 20 ng/ µL. Após a dosagem e diluição, 

foram construídos pools de DNA para cada população. Para tanto, 1 µL de DNA 

genômico a 20 ng/µL de cada amostra de uma linhagem ou população foi 

acrescido a um tubo representativo do pool de sua respectiva linhagem ou 

população.  Os DNAs individuais e seus respectivos pools foram criopreservados 

a -20°C, para constituição de um banco de DNA de Cx. quinquefasciatus do 

Brasil e para utilização nos ensaios moleculares.  

3.5 Amplificação, clonagem e sequenciamento 

 Inicialmente, a diversidade dos genes NaV e ace-1 foi explorada por meio 

de amplificação, clonagem e sequenciamento, que permitiram identificar os 

polimorfismos (substituições sinônimas e não sinônimas), número de haplótipos 

e a ocorrência ou ausência das clássicas mutações relacionadas com resistência 

a inseticidas. 

3.5.1 Gene NaV 

 Amplificação de fragmento do gene NaV foi feita para as populações de 

Boa Vista, Cáceres, Campina Grande, Caseara, Cuiabá e Recife, utilizando-se 

o kit Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix with GC Buffer (Biolabs). Este kit 

contém polimerase com atividade corretiva (proofreading) a fim de se evitar 

falsos polimorfismos induzidos na PCR. Nesta reação foram utilizados 1X de 

Phusion Master Mix, 1 mM de cada primer (CqNaIIS6 forward e reverse, tabela 

3), DMSO 3%, 20 ng de DNA do pool da população e água Milli-Q q.s.p. 25 µL 
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de volume total. As condições de reação foram: 98°C por 30 segundos para 

ativação da enzima, PCR com 35 ciclos de 98°C por 10 segundos para 

desnaturação do DNA, 72°C por 30 segundos para anelamento dos primers e 

72°C por 30 segundos para extensão da nova fita, e por fim 72°C por 7 minutos 

para extensão final do fragmento.  A eficiência da amplificação foi averiguada 

pela eletroforese de uma alíquota em gel de agarose a 1%. Checada a 

amplificação em banda única e de tamanho esperado (456 pb), os fragmentos 

amplificados foram purificados com o kit Angecourt Ampure® XP (Backman 

Coulter), de acordo com as recomendações do fabricante. Depois de purificados, 

os fragmentos foram inseridos em um vetor de clonagem, utilizando o kit pJet 

(Thermo Fischer ScientificTM) para posterior transformação em células 

competentes (Escherichia coli DH5-α) por meio de choque térmico em banho-

maria a 37°C por 45 segundos e adição de 1 mL de meio de cultura S.O.C 

(InvitrogenTM), voltando para o banho-maria a 37°C por mais 1 hora. Passado 

esse período, as células foram retiradas do banho-maria para serem transferidas 

para placas de petri contendo meio LB-ágar com ampicilina (100 mg/mL). Essas 

placas foram incubadas a 37°C por cerca de 16 horas para que as colônias 

formadas fossem individualmente inoculadas em 1 mL de meio líquido CG 

(Circle-Growth, Biomedicals) com ampicilina (100 mg/mL), em uma placa de 96 

poços fundos. A placa foi então acondicionada em estufa a 37°C com agitação 

de 220 rpm por 22 horas. 

 A purificação do DNA plasmidial foi realizada por meio do método de lise 

alcalina de Sambrook & Russel (2001). Antes de serem utilizados na reações de 

sequenciamento, os fragmentos clonados foram verificados por por meio de uma 

reação de PCR contendo 1X de GoTaq Green Master Mix (Promega®), 1 mM 

dos primers pJET1.2_for 5’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’ e 

pJET1.2_rev 5’ – AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’, 0.5 µL de DNA 

plasmidial purificado e 8.7 µL de água Milli-Q, para um volume final de 20 µL.  As 

condições dessa reação consistem em uma etapa inicial de desnaturação a 95°C 

por 3 minutos, seguida de 35 cilos de 95 °C por 30 segundos para desnaturação, 

60°C por 30 segundos para anelamento dos primers e 72°C por 1 minutos e 30 

segundos para a extensão. O produto dessa reação foi verificado em gel de 

agarose 1%. 
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 Para as reações de sequenciamento dos plasmídeos dos clones que 

foram positivos para a presença do inserto foi utilizado o kit BigDye® Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems), com 1 µL de DNA plasmidial 

purificado e 1 mM de um dos primers pJET1.2 citados anteriormente. Essas 

reações foram realizadas com 60 ciclos de 96°C por 10 segundos para 

desnaturação, 50°C por 5 segundos para o anelamento dos primers e 60°C por 

2 minutos para extensão. Após essa reação, as placas foram encaminhadas para 

a Plataforma de Sequenciamento PDTIS/FIOCRUZ para a purificação com 

precipitação por etanol e ressuspensão em formamida HiDi (Applied 

Biosystems), desnaturação a 95°C por 3 minutos e sequenciamento em 

sequenciador ABI 3730. 

 

3.5.2 Gene ace-1 

 As amplificações do gene ace-1 das linhagens de laboratório IBEx e JPA 

e das populações de Boa Vista, Cáceres, Campina Grande, Cuiabá, Foz do 

Iguaçu e Recife foram feitas com o kit Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix 

with GC Buffer (Biolabs), a fim de se evitar falsos polimorfismos induzidos na 

PCR. Nesta reação foram utilizados 1X de Phusion Master Mix, 1mM dos  

primers Exon2dir e Exon3rev (Tabela 4), DMSO 3%, 20 ng do pool de DNA da 

população e 8.25 µL de água Milli-Q, com volume final de 25 µL. As condições 

de corrida da reação foram: 98°C por 30 segundos para ativação da enzima, 

PCR com 35 ciclos de 98°C por 10 segundos para desnaturação do DNA, 57°C 

por 30 segundos para anelamento dos primers e 72°C por 30 segundos para 

extensão da nova fita e por fim 72°C por 7 minutos para extensão final do 

fragmento.  O produto dessa reação de PCR é um fragmento de 747 pares de 

bases (pb) que foi verificado em gel de agarose 1%.   

 Após a confirmação da amplificação, os fragmentos do gene ace-1 

também foram submetidos as mesmas etapas de purificação, clonagem e 

sequenciamento descritas para o gene NaV. 
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3.6 Análise das sequências 

 Os eletroferogramas obtidos nas reações de sequenciamento foram 

analisados quanto à qualidade e manualmente editados, quando necessário, 

com auxílio do programa Geneious Prime 2019 (http://www.geneious.com), para 

obtenção das sequências.  As sequências obtidas foram comparadas com 

sequências dos genes NaV e ace-1 de Cx. quinquefasciatus disponíveis no banco 

de dados do National Center of Biotechnology Information, pelo programa 

BLAST (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST). Determinada identidade com os 

respectivos genes alvo, o alinhamento das sequências foi feito com o auxílio do 

programa Geneious Prime 2019 (http://www.geneious.com), pelo método 

Geneious Alignment, baseado nos algoritimos de Needleman & Wunsch (1970) 

e Smith & Waterman (1981). As análises de polimorfismos, como número de 

haplótipos (h), número de sítios polimórficos (S), diversidade haplotípica (hd), 

diversidade nucleotódica (π), e número médio de diferenças nucleotídicas (k) 

foram feitas utilizando o programa DnaSP 6.0 (Rozas et al 2017).  

Para a tradução das sequências codificantes e quantificação dos sítios 

variáveis, foi utilizado o programa MEGA X (Kumar et al 2018). A construção das 

redes de haplótipos foi realizada no programa Network 5.0 (Bandelt et al 1999). 

As árvores filogenéticas foram obtidas com o programa MEGA 5.2 (Tamura et al 

2001) pelo método de máxima verossimilhança, por meio do modelo de padrões 

heterogêneos de Tamura & Nei (1993), com valores de boostrap obitidos 

mediante 1000 permutações. 
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3.7 Genotipagem  

3.7.1 Gene NaV 

 Para genotipagem individual da clássica mutação kdr (L1014F) no gene 

NaV, desenvolvemos uma reação de PCR utilizando um mix de primers alelo-

específicos, contendo um primer forward comum a ambos os alelos e dois 

reverse específicos, diferenciados pela especificidade na ponta 3’ e uma 

transversão no antepenúltimo nucleotídeo a 3’ para aumentar a especificidade 

(Okimoto & Dodgson 1996; Wang et al 2005; Saavedra-Rodriguez et al 2007), 

além de uma cauda GC a 5’ com 6 ou 26 nucleotídeos no primer específico para 

o alelo selvagem e mutante, respectivamente (Tabela 3). Esta diferença de 20 

nucleotídeos é suficiente para gerar picos com diferentes temperaturas de 

Melting (TM) em uma curva de dissociação avaliada após a AS-PCR, em um 

equipamento de qPCR. Desta forma, utilizamos o kit GoTaq® qPCR Master Mix 

(Promega) para a qPCR, seguida de curva de dissociação, que geraram 

produtos com TM de 82.5 e 85°C para os alelos selvagem (1014 L) e mutante 

(1014 F), respectivamente.  A reação de AS-PCR foi constituída por 1X de 

GoTaq® qPCR Master Mix, 0.9 mM dos primers CqNav1014rev_Phe e 

CqNavfor_diag, 0.5 mM do primer CqNav1014_Ile, 2X de SyBr Safe, 20 ng de 

DNA e 1.6 µL de água Milli-Q, com volume final de 10 µL. A amplificação foi 

realizada nas seguintes condições: 50°C por 2 min e 95°C por 10 min para 

ativação da enzima; PCR com 30 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 

1 min, seguidos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 min e 95°C por 

15 segundos.  

 Tabela 3 - Primers utilizados para a amplificação do gene NaV de Cx. 

quinquefasciatus por meio das técnicas de PCR e AS-PCR 

 

PRIMER SEQUÊNCIA 5’– 3’ TÉCNICA FONTE 

CqNaVIIS6for CATGCTGGTGGGCGACGTGT 
PCR 

Nosso 
grupo CqNaVIIS6rev TCGCCGACAGACTTGAGGAACCA 

CqNav1014rev_Phe 
GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCC

CGCTGGAATACTCACGTCA 

AS-PCR 
Nosso 
grupo CqNav1014rev_Ile GCGGGCCGCTGGAATACTCACGCCT 

CqNavfor_diag ATGTGGGACTGCATGCTGG 
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3.7.2 Gene ace-1 

 Para a genotipagem individual da mutação G119S, alelo ace-1R, 

desenvolvemos um ensaio de amplificação de região alvo e hibridização com 

sondas alelo-específicas, ligadas a um floróforo específico para cada SNP 

(Taqman®, ThermoFisher) para realziação em qPCR em tempo real. Para essas 

reações foram utilizados 1X de Taqman Genotyping Master Mix (ThermoFisher), 

1X do ensaio customizado, ID AN9HMRG, contendo primers e sondas (Tabela 

4), 20 ng de DNA e 3,5 µL de água milli-Q, com volume final de 10 µL. As 

condições de amplificação e detecção específica dos SNPs dessas reações 

foram: 60°C por 30 segundos e 95°C por 10 minutos para ativação da enzima, 

seguidos de 35 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, como uma 

etapa final de 60°C por 1 minuto. 

 Tabela 4 - Primers utilizados para a amplificação do gene ace-1 de Cx. 

quinquefasciatus por meio das técnicas de PCR e Taqman® Real Time PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TÉCNICA PRIMER SEQUÊNCIA 5’– 3’ FONTE 

Taqman® 

Real Time 
PCR 

Forward GCCGTCATGCTGTGGATCTT 

Nosso 
grupo 

Reverse CGTCCGGTGGTCGTACAC 

Sonda Ser (ace-1R) VIC - CGGAGTAGAAGCTACCCC - NFQ 

Sonda Gly FAM - CGGAGTAGAAGCCACCCC - NFQ 
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3.7.3 Gene cqm1 

 Para a identificação dos dois principais alelos relacionados à resistência 

ao L. sphaericus, cqm1REC e cqm1REC-2, foi utilizada a técnica de PCR Mutiplex 

desenvolvida por Chalegre et al (2015). Essa técnica utiliza a combinação de 

quatro primers para gerar fragmentos de tamanho específicos para cada 

mutação (Figura 36). 

  

Na reação Multiplex foram utilzados  GoTaq Green Master Mix 1X 

(Promega®), 0,5 mM de cada primer (F_con, R_con, R_cqm1 e R_rec2, tabela 

5), 20 ng de DNA e 1.6 µL de água milli-Q para um volume final de 15 µL. As 

condições dessas reações foram: 94°C por 2 minutos para desnaturação inicial, 

seguidos de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos para a desnaturação do DNA, 

60°C por 30 segundos para anelamento dos primers e 72°C por 1 minuto para 

extensão da nova fita e na última etapa da reação, 72°C por 5 minutos para a 

termíno da extensão dos fragmentos. A amplificação dos fragmentos foi 

verificada em gel de agarose 1%. 

Figura 36 – Representação parcial do gene cqm1 de Culex quinquefasciatus indicando a 
deleção de 19 nucleotídeos (del19), representativo do alelo cqm1REC e a substituição 
G1324A do alelo cqm1REC-2. Amplificação esperada dos fragmentos amplificados por três 
combinações de quatro primers: (con) fragmentos-controle de 376-357 pb para os alelos 
selvagem (cqm1) e mutante (cqm1REC), respectivamente, a partir dos primers F_con/R_con, (d) 
fragmentos diagnósticos de 257-238 pb também para os alelos selvagem (cqm1) e mutante 
(cqm1REC), pelos primers F_con/R_cqm1, e (drec2) fragmento de 172 pb para o alelo mutante 
(cqm1REC-2), pelos primers F_rec2/R_con. Fonte: Adaptada de Chalegre et al (2015). 
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Tabela 5 – Primers utilizados para a amplificação do gene cqm1 de Cx. quinquefasciatus 
por meio da técnica de PCR Multiplex 

 

3.7.4 Diversidade de Wolbachia pipientis 

 Para avaliarmos a diversidade de Wolbachia pipientis em Cx. 

quinquefasciatus, foi feita a identificação dos supergrupos A e B por meio da 

análise de dois genes, wsp e ftsZ. O gene wsp é amplamente utilizado em 

estudos de diversidade de Wolbachia (Zhou et al 1998; Van Meer et al 1999; 

Werren & Bartos 2001; Karimian et al 2018; Arai et al 2019; Gonçalves et al 

2019). Esse gene codifica a maior proteína de superfície da bactéria, apresenta 

rápida evolução e possui quatro regiões hipervariáveis separadas por regiões 

conservadas (Braig et al 1998; Baldo et al 2005). O gene ftsZ codifica uma 

proteína relacionada com a divisão celular de bactérias (Lutkenhaus 1990; 

Werren et al 1995). Este gene é mais conservado que o wsp e ambos vêm sendo 

utilizados mais recentemente em conjunto nos estudos de diversidade dos 

supergrupos de Wolbachia (Lo et al 2002; Almeida & Stouthamer 2017; Balaji et 

al 2019; Konecka et al 2019).  

 Para a identificação dos supergrupos A e B foram utilizados primers que 

amplificam fragmentos específicos dos genes wsp e ftsZ de cada supergrupo em 

reação de PCR convencional independente para cada gene e cada supergrupo 

(total de quatro reações por amostra) (Tabela 6). As amostras que foram 

negativas para a infecção por Wolbachia foram submetidas a uma reação para 

amplificação do gene NaV, conforme o item 3.5.1, a fim de se comprovar que o 

DNA estaria íntegro, sendo, desta forma, um controle da qualidade do DNA 

utilizado.  Portanto, aquelas amostras negativas para amplificação de wsp e ftsZ, 

mas que amplificaram fragmento do gene NaV foram consideradas sem 

Wolbachia. 

PRIMER SEQUÊNCIA 5’– 3’ TÉCNICA FONTE 

F_con ACCGTCTTGTGCACGTACTCACCACTCT 

PCR 
Multiplex 

Chalegre et al 
(2015) 

R_con GTTGATCAGGTCATGACGTTGCTGCATA 

R_cqm1 AGCATAGTCCGGATGAACTCGGATCC 

F_rec2 CCGGGTTCAGTACCAACACCAACTCATA 
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Tabela 6 – Primers utilizados para amplificação dos genes wsp e ftsZ dos supergrupos A 
e B de Wolbachia pipientis em Cx. quinquefasciatus por meia da técnica de PCR  

 

3.7.4.1 Supergrupo A 

 A amplificação do gene wspA foi realizada com 1X de Gotaq® Hot Start 

Green Master Mix (Promega), 0.5 mM dos primers 136F e 691R, 20 ng de DNA 

e 3.8 µL de água milli-Q para um volume final de 12 µL. As condições de 

amplificação incluíram um período inicial de desnaturação de 94°C por 2 

minutos, seguidos de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto para desnaturação, 50°C 

por 1 minuto para anelamento dos primers e 72°C por 1 minuto para a extensão 

e uma etapa final de extensão de 72°C por 5 minutos. O fragmento resultante 

esperado dessa reação era de 556 pb e sua amplificação foi verificada em gel 

de agarose 1%. 

 Na amplificação do gene ftsZA foi utilizado 1X de Gotaq® Hot Start Green 

Master Mix (Promega), 0.5 mM dos primers ftsZ_AspecF1 e ftsZ_AspecR1, 20 

ng de DNA e 3.8 µL de água milli-Q para um volume final de 12 µL. As condições 

de amplificação foram: período inicial de desnaturação de 94°C por 2 minutos, 

seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos para desnaturação, 59ºC por 

45 segundos para anelamentos dos primers e 72°C por 1 minuto e 30 segundos 

para extensão e uma etapa final de extensão de 72°C por 10 minutos. O 

fragmento resultante esperado dessa reação era de 432 pb e sua amplificação 

foi verificada em gel de agarose 1%. 

  

GENE PRIMER SEQUÊNCIA 5’– 3’ FONTE 

wsp A 
136F TGAAATTTTACCTCTTTTC 

Zhou et al 
(1998)  

691R AAAAATTAAACGCTACTCCA 

wsp B 
81F TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC 

522R ACCAGCTTT TGC TTGATA 

ftsZ A 
ftsZ_AspecF1 AAAGATAGTCATATGCTTTTC 

Baldo et 
al (2006) 

ftsZ_AspecR1 CATCGCTTTGCCCATCTCG 

ftsZ B 
ftsZ_BspecF1 AAAGATAGCCATATGCTCTTT 

ftsZ_BspecR1 CATTGCTTTACCCATCTCA 
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3.7.4.2 Supergrupo B 

 Para a amplificação do gene wspB foi utilizado 1X de Gotaq® Hot Start 

Green Master Mix (Promega), 0.5 mM dos primers 81F e 522R, 20 ng de DNA e 

3.8 µL de água milli-Q para um volume final de 12 µL. As condições de 

amplificação incluíram um período inicial de desnaturação de 94°C por 2 minutos 

seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto para desnaturação, 55°C por 1 minuto 

para anelamento dos primers e 72°C por 1 minuto para a extensão e uma etapa 

final de extensão de 72°C por 5 minutos. O fragmento resultante esperado dessa 

reação era de 449 pb e sua amplificação foi verificada em gel de agarose 1%. 

 A amplificação do gene ftsZB foi realizada com 1X de Gotaq® Hot Start 

Green Master Mix (Promega), 0.5 mM dos primers ftsZ_BspecF1 e 

ftsZ_BspecR1, 20 ng de DNA e 3.8 µL de água milli-Q para um volume final de 

12 µL. As condições da reação foram constituídas por uma etapa inicial de 

desnaturação de 94°C por 2 minutos seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 

segundos para desnaturação, 5ºC por 45 segundos para anelamentos dos 

primers e 72°C por 1 minuto e 30 segundos para extensão e uma etapa final de 

extensão de 72°C por 10 minutos. O fragmento resultante dessa reação possui 

teoricamente 432 pb e sua amplificação foi verificada em gel de agarose 1%. 
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4. Resultados 

4.1  Bioensaios 

Bioensaios com larvas 

 As linhagens de Cx. quinquefaciatus de laboratório IBEx e JPA 

apresentaram CL50 de 0,0032 (0,0021-0,0049) e 0,0045 (0,0037-0,0056) mg/L, 

ou seja, similares pela sobreposição de seus IC 95%. O perfil destas linhagens 

de Cx. quinquefasciatus foi similar ao da linhagem Rockefeller de Ae. aegypti, 

que apresentou CL50 0,0043 (0,0032-0,0058) mg/L (Figura 37).  

 

Figura 37 - Curva de mortalidade de linhagens de laboratório de Culex quinquefasciatus, 
comparadas à linhagem referência de Aedes aegypti, ao larvicida organofosforado 
temefós. Estão representados médias, erros-padrão e curvas de regressão não-linear para cada 
linhagem. 

Bioensaios com adultos 

 Ambas as linhagens de laboratório de Cx. quinquefasciatus apresentaram 

baixo percentual de mortalidade quando expostas ao piretroide deltametrina 

(0,05%): 18,3% para JPA e 24,4% para IBEX. A linhagem de Ae. aegypti 

Rockefeller sofreu 100% de mortalidade (Figura 38A). Para o inseticida 

organofosforado malathion (0,8%), os percentuais de mortalidade foram de 92,7 

e 99,4% para as linhagens de Cx. quinquefasciatus JPA e IBEX, 

respectivamente.  A linhagem de Ae. aegypti Rockefeller também obteve 

mortalidade de 100% para o organofosforado (Figura 38B).  De acordo com 

critérios sugeridos pela OMS, as linhagens de Cx. quinquefasciatus são, 
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portanto, resistentes a deltametrina. A linhagem JPA foi classificada como 

“possível resistência” para malathion.    

 

 
Figura 38 – Mortalidade de linhagens de Culex quinquefasciatus de laboratório a doses 
diagnósticas dos adulticidas piretroide deltametrina (A) e organofosforado malathion (B). 
A linha vermelha tracejada em 90% de mortalidade representa a linha de corte estipulada pela 
OMS (WHO 2016) para a classificação das populações como resistente (<90%) ou suscetível (≥ 
98%).  A Linhagem Rockefeller de foi empregada como controle de susceptibilidade aos 
inseticidas em suas doses diagnósticas. 

4.2  Investigação da presença de marcadores moleculares associados à 

resistência a inseticidas 

   Ao todo, obtivemos o DNA de 744 mosquitos (tabela 7), que foram 

utilizados nos ensaios moleculares. Todas estas amostras foram submetidas à 

genotipagem em fragmentos dos genes NaV, ace-1 e cqm1 por métodos 

baseados em PCR.  A amplificação de todos os genes citados foi bem-sucedida 

utilizando a concetração de 20 ng de DNA individual. 

Inicialmente, a diversidade dos genes NaV e ace-1 foi explorada por meio 

de amplificação, clonagem e sequenciamento.  Para o gene NaV utilizamos pools 

de DNA das populações de Boa Vista-RR, Cáceres-MT, Campina Grande-PB, 

Caseara-TO, Cuiabá-MT e Recife-PE. Para o gene ace-1 foram utilizados pools 

de DNA das linhagens de laboratório (IBEx e JPA) e as populações de campo 

de Boa Vista-RR, Cáceres-MT, Campina Grande-PB, Cuiabá-MT, Foz do 

Iguaçu-PR e Recife-PE.  

 Entre os polimorfismos observados nas sequências obtidas, identificamos 

as clássicas mutações associadas à resistência a inseticidas em ambos os 

genes. Mediante tal observação, decidimos realizar a genotipagem individual de 

todas as amostras para a obtenção das frequências alélicas e genotípicas nos 

loci daquelas mutações. 
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Tabela 7 – Quantidade de amostras de DNA de indivíduos por população 
ou linhagem de Cx. quinquefasciatus.  

 

 

 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

As linhagens de Cx. quinquefasciatus de laboratório estão em negrito. 

 

4.2.1 – Diversidade nucleotídica do segmento IIS6 do gene NaV 

 Obtivemos ao todo sequências de 101 clones contendo o fragmento do 

segmento IIS6 do NaV para as populações de Boa Vista (19), Cáceres (9), 

Campina Grande (23), Caseara (21), Cuiabá (13) e Recife (16) (Tabela 8).  As 

sequências contêm 460-461 pares de bases, apresentando os éxons 20 e 21 de 

acordo com numeração de gene ortólogo em Musca domestica Linnaeus, 1758 

(Williamson et al 1996) com respectivamente 67 e 61 pb e um íntron de 332-

333 pb.  

De forma geral, a variabilidade nucleotídica foi baixa.  Foram identificados 

24 sítios polimórficos, uma substituição não-sinônima no éxon 20 e 23 

substituições no íntron.  A substituição não-sinônima corresponde justamente à 

clássica mutação kdr L1014F (numeração de acordo com NaV de M. domestica).  

Ao todo, foram observados 14 haplótipos (Figura 39, Anexo III), sendo o 

haplótipo NaV_1 o mais frequente (Figuras 39 e 40), contendo 86 sequências 

(85,1%) e presente em todas as populações: 11 de Boa Vista (57,9%), 7 de 

Cáceres (77,8%), 22 de Campina Grande (95,7%), 20 de Caseara (95,2%), 10 

de Cuiabá (76,9%) e 16 de Recife (100%). A população de Boa Vista apresentou 

Localização  Número de indivíduos 

IBEx 48 
JPA 48 
Aracaju – SE  47 

Boa Vista – RR  67 
Cáceres – MT  26 
Campina Grande – PB  40 
Caseara – TO  52 
Cuiabá – MT  26 

Foz do Iguaçu – PR  43 
Manaus – AM  61 
Oiapoque – AP  73 
Pelotas – RS  28 
Recife – PE  54 
Rio de Janeiro – RJ  102 
São Lourenço – RS  29 
Total 744 
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a maior diversidade haplotípica (hd), com oito haplótipos, sendo sete exclusivos.  

Cáceres teve o maior valor de diversidade nucleotídica (π) (Tabela 8). A mutação 

kdr L1014F apareceu em quatro haplótipos distintos (NaV_6, NaV_7, NaV_8 e 

NaV_11), sendo um em Cáceres (NaV_11) e os outros três em Boa Vista.  As 

análises filogenéticas e de rede haplotípica (Figuras 39 e 41) sugerem que os 

haplótipos com a mutação kdr tenham pelo menos duas origens distintas 

(NaV_11 + NaV_6 e NaV_7 + NaV_8).  A árvore de máxima verossimilhança 

revelou a divisão das sequências em dois clados (A e B), suportada por 100% 

de bootstrap (Figura 41).  No clado A estão representadas nove haplótipos, 

estando o haplótipo 1, presente em todas as localidades avaliadas.  O clado B 

apresentou cinco haplótipos, onde não foram representadas as populações 

nordestinas Recife e Campina Grande.   

Tabela 8 - Índices de polimorfismos encontrados no segmento IIS6 do gene NaV em seis 
populações brasileiras de Cx. quinquefasciatus 

 
 
 

 

População N h S hd π k 

Boa Vista 19 8 22 0,673 (0,119) 0,01446 (0,00524) 6,45 

Cáceres 9 3 20 0,417 (0,191) 0,01703 (0,00723) 7,611 
Campina Grande 23 2 1 0,087 (0,078) 0,00019 (0,00017) 0,087 

Caseara 21 2 1 0,095 (0,084) 0,00021 (0,00019) 0,095 
Cuiabá 13 4 20 0,423 (0,164) 0,01228 (0,00599) 5,487 

Recife 16 1 0 0 0 0 
Total 101 14 24 0,276 (0,059) 0,00628 (0,00195) 2,794 

       

N: número de sequências para cada população; h: número de haplótipos; S: número de sítios 
polimórficos; hd:diversidade haplotípica; π: diversidade nucleotídica; k: número médio de 
diferenças nucleotídicas. Desvio padrão em parênteses. 
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Figura 39 - Rede de haplótipos para fragmento nucleotídico correspondente ao segmento 
IIS6 do NaV de populações de Culex quinquefasciatus do Brasil. O tamanho dos círculos é 
proporcional à quantidade de sequências obtidas para cada haplótipo no total, de forma que o 
menor círculo é representado por apenas uma sequência.  Os traços que atravessam as linhas 
que unem os haplótipos representam a quantidade de passos mutacionais entre eles. As setas 
indicam os haplótipos que apresentaram a clássica mutação kdr L1014F. 

 

 
Figura 40 - Percentual de haplótipos por população para o gene NaV. 
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Figura 41 - Árvore filogenética de máxima verossimilhança para fragmento nucleotídico 
correspondente ao segmento IIS6 do NaV de populações de Culex quinquefasciatus do 
Brasil. As setas indicam os haplótipos que apresentaram a clássica mutação kdr L1014F.Foi 
utilizado o modelo de padrões heterogêneos de Tamura & Nei (1993), com valores de boostrap 
obitidos mediante 1000 permutações. Apenas os valores acima de 80 são mostrados. 

4.2.2 – Amplificação, clonagem e sequenciamento de fragmento do gene 

ace-1 

 Obtivemos sequências de 95 clones correspondentes ao fragmento do 

gene ace-1 para as linhagens de laboratório IBEx (6) e JPA (4) e das populações 

de Boa Vista (12), Cáceres (7), Campina Grande (18), Cuiabá (14), Foz do 

Iguaçu (16) e Recife (18) (Tabela 9).  As sequências contêm 744-746 pares de 

bases, apresentando os éxons 2 e 3, de acordo com numeração de gene 

ortólogo em Torpedo californica Ayres, 1855 (Schumacher et al 1986) e 

Drosophila melanogaster Meigen, 1830 (Hall & Spierer 1986; Fournier et al 1989; 

Weill et al 2004), com respectivamente 136 e 524 pb e um íntron de 84-86 pb. 

De forma geral, a variabilidade nucleotídica foi alta.  Foram identificados 

43 sítios polimórficos, três no éxon 2, 24 no éxon 3 e 16 no íntron, com 10 

substituições não-sinônimas: uma no éxon 2 (A018V) e nove no éxon 3 (D029E, 

P091L, S119*2, V099M, A109T, G247S, A253V, A264T, E290K) (Anexo IV).  As 

sequências foram distribuídas em 39 haplótipos, formando uma complexa rede 

(Figura 43). Apenas quatro haplótipos (ace-1_1, ace-1_6, ace-1_11, ace-1_20) 

estavam compartilhados por mais de uma população. O haplótipo 1 (ace-1_1) foi 

o mais frequente (Figuras 42 e 43), com 27 sequências: quatro de Boa Vista 

(33,3%), quatro de Campina Grande (22,2%), dois de Cáceres (28,6%), quatro 

de Recife (22,2%), três de Cuiabá (21,4%), uma de Foz do Iguaçu (6,2%), seis 

 
2 *Stop códon (TAG) 
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da linhagem IBEx (100%) e três da linhagem JPA (75%).  A população de Recife 

apresentou o maior número de haplótipos exclusivos, seguida de Cuiabá e Foz 

do Iguaçu, com sete haplótipos cada. A clássica mutação G119S (numeração de 

acordo com o AChE1 de T. californica) foi identificada no haplótipo ace-1_38, 

exclusivo de Foz do Iguaçu.  Análise filogenética não sugeriu qualquer 

agrupamento entre haplótipos do gene ace-1 com suporte estatístico (Figura 44).    

Tabela 9 - Índices de polimorfismos encontrados no segmento do gene ace-1 nas duas 
linhagens de laboratório e nas seis populações de campo de Cx. quinquefasciatus 

 

 

Figura 42 - Percentual de haplótipos por população para o gene ace-1. 
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ace-1_9 ace-1_10 ace-1_11 ace-1_12 ace-1_13 ace-1_14 ace-1_15 ace-1_16

ace-1_17 ace-1_18 ace-1_19 ace-1_20 ace-1_21 ace-1_22 ace-1_23 ace-1_24

ace-1_25 ace-1_26 ace-1_27 ace-1_28 ace-1_29 ace-1_30 ace-1_31 ace-1_32

ace-1_33 ace-1_34 ace-1_35 ace-1_36 ace-1_37 ace-1_38 ace-1_39

População N h S hd π k 

IBEx 6 1 0 0 0 0 

JPA 4 2 1 0,5 (0,265) 0,00069 (0,00036) 0,5 
Boa Vista 12 8 14 0,894 (0,078) 0,00489 (0,00124) 3,561 

Cáceres 7 2 12 0,0476 (0,171) 0,00785(0,00282) 5,714 
Campina Grande 18 9 17 0,908 (0,039) 0,00807 (0,00071) 5,869 

Cuiabá 14 9 16 0,934 (0,045) 0,00679 (0,00075) 4,945 
Foz do Iguaçu 16 11 27 0,958 (0,031) 0,00948 (0,00118) 6,900 

Recife 18 11 24 0,908 (0,051) 0,01108 (0,00121) 8,065 
Total 95 39 43 0,897 (0,025) 0,00923 (0,00923) 6,709 

N: número de sequências para cada população; h: número de haplótipos; S: número de sítios 
polimórficos; hd: diversidade haplotípica; π: diversidade nucleotídica; k: número médio de 
diferenças nucleotídicas. Desvio padrão em parênteses. 
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Figura 43 – Rede de haplótipos para fragmento nucleotídico pacial do gene ace-1. O tamanho dos círculos é proporcional à quantidade de sequências 
obtidas para cada haplótipo, de forma que o menor é representado por apenas uma sequência.  Os traços que atravessam as linhas que unem os haplótipos 
representam a quantidade de passos mutacionais entre eles. A seta indica o haplótipo que apresentou as sequências com a clássica mutação G119S. 
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Figura 44 – Árvore filogenética de máxima verossimilhança para fragmento nucleotídico 
correspondente a segmento do ace-1 de populações de Culex quinquefasciatus do Brasil 
e linhagens de laboratório.  A seta indica o haplótipo que apresentou as sequências com a 
clássica mutação G119S. Foi utilizado o modelo de padrões heterogêneos de Tamura & Nei 
(1993), com valores de boostrap obitidos mediante 1000 permutações. Somente valores acima 
de 80, foram incluídos na imagem. 
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4.2.3 – Genotipagem do SNP L1014F do gene do canal de sódio regulado 

por voltagem (NaV)  

 Uma vez que encontramos a clássica mutação kdr L1014F no NaV de 

Cx. quinquefasciatus entre nossas amostras, realizamos genotipagens 

individuais por meio de AS-PCR a fim de obtermos as frequências alélicas e 

genotípicas das populações para o sítio 1014 do NaV. Foram ao todo analisadas 

as duas linhagens de laboratório e as 13 populações de campo (744 indivíduos).  

Como controle positivo das genotipagens, foram utilizados o DNA plasmidial 

purificado de clones cujas sequências identificaram L1014 (L/L+) e 1014F (F/F+).  

Para o controle heterozigoto (L/F+) foi preparada uma mistura com quantidades 

equimolares de ambos os clones.  De acordo, as curvas de dissociação das 

reações de AS-PCR revelaram picos de aproximadamente 82.5 e 84.8˚C, 

referentes aos produtos específicos para os alelos L1014 e 1014F, 

respectivamente (Figura 45).   

 O alelo kdr 1014F foi identificado na linhagem de laboratório JPA e nas 

populações de campo de Cáceres/MT, Boa Vista/RR e Manaus/AM, contudo em 

baixa frequência (0,010-0,022). Apenas um indivíduo homozigoto mutante 

(1014 F/F) foi encontrado, na população de Boa Vista/RR (Tabela 10).  Estes 

ensaios confirmaram que a clássica mutação kdr está presente em populações 

de Cx. quinquefasciatus, pelo menos das regiões Norte e Centro-Oeste do país.  

 

 

Figura 45 - Curvas de dissociação (melting curve analysis) da reação PCR alelo-específica 
(AS-PCR) para variação L1014F no segmento IIS6 do gene NaV de populações brasileiras 
de Culex quinquefasciatus. Exemplo de análise com os controles positivos heterozigoto (1014 
L/F), homozigoto mutante (1014 F/F) e homozigoto selvagem (1014 L/L). 
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Tabela 10 - Frequências genotípicas e alélicas para o sítio 1014 do gene NaV das linhagens 
de laboratório e populações de campo de Cx. quinquefascistus do Brasil.  

As linhagens de Cx. quinquefasciatus de laboratório estão em negrito. 
* Teste para a avaliação da hipótese do Equilíbrio de Hard-Weinberg 
** Probabilidade para X² com um grau de liberdade  

 

4.2.4.  Genotipagem do SNP G119S do gene da acetilcolinesterase (ace-1) 

 Toda aquela coleção de DNA dos 744 indivíduos foi também avaliada para 

o SNP G119S na acetilcolinesterase (AChE), uma vez que o alelo mutante 

clássico 119S (ace-1R) foi encontrado entre nossas amostras.  Ensaios de 

genotipagem do tipo Taqman® (Figura 46) indicaram a presença do alelo mutante 

119S ace-1R apenas na população de Foz do Iguaçu/PR, em baixa frequência 

(0,035) (Tabela 11). Essa amostra com a mutação passou a ser utilizada como 

controle positivo, desde então. A presença da mutação G119S foi confirmada 

por clonagem e sequenciamento de fragmento do gene ace-1 daquela amostra 

(Anexo IV).  

 

 

 

 

 

 

População  

linh 

 Frequencia Genotípica Frequência 
Alélica 

HWE* 

 N L/L L/F F/F L F X² P** 
IBEx 48 1 0 0 1 0 - - 
JPA 48 0,980 0,020 0 0,990 0,010 0,0053 0,9418 
Aracaju-SE 47 1 0 0 1 0 - - 

Boa Vista-RR 67 0,97 0,015 0,015 0,978 0,022 29 - 
Cáceres-MT 26 0,962 0,038 0 0,981 0,019 0,0099 0,9203 
Camp. Grande-PB 40 1 0 0 1 0 - - 
Caseara- TO 52 1 0 0 1 0 - - 

Cuiabá-MT 26 1 0 0 1 0 - - 
Foz do Iguaçu - PR 43 1 0 0 1 0 - - 
Manaus-AM 61 0,968 0,032 0 0,984 0,016 0,0166 0,8922 
Oiapoque-AP 73 1 0 0 1 0 - - 

Pelotas-RS 28 1 0 0 1 0 - - 
Recife-PE 54 1 0 0 1 0 - - 
Rio de Janeiro-RJ 102 1 0 0 1 0 - - 
São Lourenço-RS 29 1 0 0 1 0 - - 
TOTAL 744        
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Tabela 11 - Frequências genotípicas e alélicas para o sítio 119 (G119S) do gene ace-1 em 
populações de campo e linhagens de laboratório de Cx. quinquefascistus.  

Localização N Frequencia Genotípica Frequência 
Alélica 

HWE* 

  G/G G/S S/S G S X² P** 
IBEx 48 1 0 0 1 0 - - 
JPA 48 1 0 0 1 0 - - 
Aracaju-SE 47 1 0 0 1 0 - - 
Boa Vista-RR 67 0 0 0 0 0 - - 
Cáceres-MT 26 1 0 0 1 0 - - 
Campina 
Grande-PB 

40 1 0 0 1 0 - - 

Caseara- TO 52 1 0 0 1 0 - - 
Cuiabá-MT 26 1 0 0 1 0 - - 
Foz do Iguaçu - 
PR 

43 0,954 0,023 0,023 0,965 0,035 18,426 0,000018 

Manaus-AM 61 1 0 0 1 0 - - 
Oiapoque-AP 73 1 0 0 1 0 - - 
Pelotas-RS 28 1 0 0 1 0 - - 
Recife-PE 54 1 0 0 1 0 - - 
Rio de Janeiro - 
RJ 

102 1 0 0 1 0 - - 

São Lourenço - 
RS 

29 1 0 0 1 0 - - 

TOTAL 744        
As linhagens de Cx. quinquefasciatus de laboratório estão em negrito. 
* Teste da hipótese do Equilíbrio de Hard-Weinberg 
** Probabilidade para X² com um grau de liberdade  
 

 

Figura 46 – Exemplo de ensaio de genotipagem do SNP G119S do gene ace-1 de 
Cx. quinquefasciatus por qPCR TaqMan. Neste exemplo, mosquitos da população de Boa 
Vista. Cada círculo representa um indivíduo. Todos os indivíduos foram genotipados como 
homozigotos selvagem (119 G/G, em azul).  Estão destacados os controles positivos 119 S/S 
(homozigoto mutante, em vermelho), 119 G/S (heterozigoto, em verde), além de amostras quem 
não amplificaram (X) e o controle negativo (quadrado negro). 
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4.2.5.  Genotipagem de variações no gene maltase 1 de 

Culex quinquefascistus (cqm1) 

 Todas as amostras foram adicionalmente utilizadas para investigação de 

variações no gene cqm1 por PCR Multiplex e os fragmentos amplificados foram 

comparados com o perfil de fragmentos desenvolvido por Chalegre et al (2015) 

(Figura 47A). De acordo com este método, a reação deve amplificar fragmentos 

controles de 376 pb e 357 pb (referente ao alelo selvagem cqm1 ou mutante 

cqm1REC), fragmentos diagnósticos de 257 e 238 pb que discriminam entre o 

alelo selvagem cqm1 e mutante cqm1REC, respectivamente ou um fragmento 

único de 172 pb para o alelo mutante cqm1REC-2. Em todas as 744 amostras 

avaliadas apenas os fragmentos referentes ao alelo selvagem foram 

amplificados, de forma que as duas mutações específicas para resistência ao L. 

sphaericus não foram detectadas em nossa amostragem (Figura 47B). 

 

 

Figura 47 - Perfil de fragmentos do gene cqm1 de Cx. quinquefasciatus por reação de PCR 
multiplex. Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com Nancy-520 [50x] (Sigma-Aldrich). 
Em (A) figura extraída de Chalegre et al (2015), exibindo em “con" referentes aos alelos cqm1 
ou cqm1REC-2 (376 pb) e cqm1REC (357 pb); “d” fragmentos confirmatórios para cqm1REC (238 pb) 
e cqm1 (257 pb); “drec2” fragmento de 172 pb discriminatório para o alelo mutante cqm1REC-2. 
Em (B), um exemplo do perfil observado para todas as amostras avaliadas, onde foram 
visualizados os fragmentos “con” de 376 e o “d” de 257 pb, caracterizando o alelo cqm1 em 
homozigose. M = marcador molecular de 100 pb e C = controle negativo da reação de PCR. 

 

4.3 - Diversidade de Wolbachia pipientis  

 Uma avaliação na diversidade nos genes wsp e ftsZ foi utilizada para 

classificação da bactéria endossimbionte W. pipientis em supergrupos A ou B.  
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O diagnóstico foi obtido pela amplificação (ou ausência de amplificação), em 

reações específicas para cada um dos supergrupos A ou B, para ambos os 

genes. Portanto, todas as amostras foram avaliadas para as reações wspA, 

ftsZA, wspB e ftsZB.   

Quase a totalidade das amostras analisadas amplificaram produto nas reações 

wspB e ftsZB (Figura 48), indicando que a W. pipiensis das amostras brasileiras 

de Cx. quinquefasciatus são em sua grande maioria do supergrupo B. Apenas 

quatro amostras da população de Caseara-TO não amplificaram em nenhuma 

das quatro reações, sugerindo ausência de infecção por Wolbachia (Figuras 49 

e 50). A fim de averiguarmos a integridade do DNA destas amostras, testamos 

a amplificação do segmento IIS6 do NaV, o que revelou produto de tamanho 

esperado (Figura 50).  Portanto, confirmamos a integrediade do DNA, 

corroborando que aquelas amostras deviam ser livres de W. pipientis.  Em oito 

amostras de Recife (14,8%) e 18 de Campina Grande (45%) houve amplificação 

nas reações wspA e ftsZA, sugerindo copresença de Wolbachia do supergrupo 

A nestas amostras.  Contudo, para a reação wspA o tamanho do produto 

esperado é de 577 pb (Zhou et al 1998) e estas amostras amplificaram algo em 

torno de 700 pb (Figura 51).   

De fato, o anelamento dos primers aqui usados para wspA com a 

sequência KJ140133 (GenBank) de W. pipientis super grupo A, extraída de Cx. 

quinquefasciatus da China (Nugapola et al 2017), indica uma região de 577 pb.  

A fim de confirmar a eficiência das reações wspA e ftsZA, utilizamos algumas 

amostras de Aedes albopictus (espécie que notoriamente apresenta Wolbachia 

do supergrupo A), que também amplificaram um produto de cerca de 700 pb na 

reação wspA (Figura 52A).  Para a reação ftsZA, tanto aquelas nossas amostras 

de Cx. quinquefasciatus quanto essas de Ae. albopictus amplificaram produto 

entre 400 e 500 pb (Figura 52B), conforme esperado (432 pb).   

Para testar a hipótese de contaminação de nossas amostras com pedaços 

do corpo de outros insetos provenientes das armadilhas de coleta, fizemos 

amplificação do gene NaV das amostras de Cx. quinquefasciatus que indicaram 

W. pipientis do supergrupo A ou que não amplificaram nas reações para ambos 

os supergrupos.  A análise das sequências permitiu descartar essa hipótese, 



 

85 
 

pois todas as sequências apresentaram alta identidade com os haplótipos do 

NaV de Culex quinquefasciatus identificados nesse trabalho (Anexo V). 

 

Figura 48 - Amplificação de fragmentos dos genes wspB e ftsZB. Eletroforese em gel de 
agarose 1% corado com Nancy-520 [50x] (Sigma-Aldrich). Em (A), exemplo de amplificação do 
fragmento de 449 pb do gene wspB na população de Aracajú-SE. Em (B), exemplo de 
amplificação do fragmento de 432 pb do gene ftsZB na população de Oiapoque- AP. 100 pb – 

Marcador molecular, C – Controle negativo. 

 

 

Figura 49 - Amplificação de fragmento do gene ftsZB na população de Caseara-TO. 
Eletroforese em gel de agarose 1% corado com Nancy-520 [50x] (Sigma-Aldrich). Observe que 
não houve amplificação nas amostras 16D, 18D, 25D e 27D. 100 pb – Marcador molecular, C –
Controle negativo. 
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Figura 50 - Amplificação de fragmentos dos genes wspB e NaV em indivíduos da população 
de Caseara-TO. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com Nancy-520 [50x] (Sigma-
Aldrich). Observe que não houve amplificação para o gene wspB, porém o fragmento de 467 pb 
do gene NaV foi amplificado normalmente, indicando a boa qualidade do DNA. 100pb – Marcador 
molecular, C – Controle negativo. 

 

 

Figura 51 - Amplificação de fragmento do gene wspA em indivíduos Recife e Campina 
Grande. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com Nancy-520 [50x] (Sigma-Aldrich). 
Houve amplificação de fragmento do gene wspA, porém o fragmento amplificado possui tamanho 
aproximado de 700 pb e não 577 pb, como esperado. 100pb – Marcador molecular, C – Controle 
negativo. 
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Figura 52 - Amplificação dos genes do supergrupo A de Wolbachia pipientis em Ae. 

albopictus do Rio de Janeiro. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com Nancy-520 [50x] 

(Sigma-Aldrich).  Em (A), amplificação do fragmento de aproximadamente 700 pb do gene wspA. 

Em (B) amplificação do fragmento de 432 pb do gene ftsZA. 100pb – Marcador molecular, C – 

Controle negativo. 
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5. Discussão 

  

 Segundo a WHO (2016), os mosquitos são classificados como resistentes 

a inseticidas se apresentarem razão de resistência (RR) superior a 5 nos 

bioensaios com dose-resposta ou mortalidade inferior a 90% nos bioensaios com 

dose-diagnóstica. Nos ensaios do tipo dose diagnóstica com o inseticida 

temefós, a razão de resistência das linhagens IBEx e JPA não foi calculada 

devido ao fato de termos utilizado a linhagem de outra espécie (Rockefeller de 

Aedes aegitpy) como controle interno. Entrentanto, nesses ensaios, os valores 

de CL50 encontrados para as linhagens IBEx e JPA foram de 0,0032 e 0,0045, 

respectivamente. Esses resultados são similares aos de outras linhagens de Cx. 

quinquefasciatus utilizadas como referência em ensaios com temefós no Brasil 

(Campos & Andrade 2003; Amorim et al 2013), o que indica que essas linhagens 

de Cx. quinquefasciatus mantidas no LAFICAVE podem ser utilizadas como 

linhagens de referência para ensaios com o temefós. O perfil de suscetibilidade 

das linhagens IBEx e JPA também foi evidenciado nos ensaios dose-diagnóstica 

com outro inseticida organofosforado, o malathion. Porém, a linhagem JPA é 

classificada como “possível restência”, por ter apresentado mortalidade entre 90 

e 98% à dose diagnóstica de malathion (0,8%).  No entanto, esta dose utilizada 

era recomendada para Ae. aegypti.  Como a dose recomendada para Cx. 

quinquefasciatus é mais de seis vezes maior (5%), de acordo com documento 

da WHOPES atualizado em 2016 (WHOPES, 2016), é necessário que se 

caracterize melhor as linhagens de laboratório com a dose atualmente 

recomendada.  Em todo caso, pela alta mortalidade observada com 0,8%, é 

provável que essas linhagens sejam de fato susceptíveis ao malathion. 

 Nos ensaios dose-diagnóstica com o piretroide tipo II deltametrina, 

ocorreu o inverso: a dose atualmente indicada para deltametrina é de 0.025% 

para Cx. quinquefasciatus, ao passo que usamos o dobro (0,05%) (WHOPES, 

2016).  Ambas as linhagens de laboratório foram classificadas como resistentes, 

apresentando mortalidade abaixo de 30%. Esses resultados são interessantes, 

pois essas linhagens são mantidas no LAFICAVE sem pressão com inseticidas 

desde 2002.  Além disso, em 1994, há 26 anos, uma população de Cx. 

quinquefasciatus coletados em Benfica, a qual originou a colônia IBEx, havia 
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sido classificada como suscetível ao inseticida deltametrina (CL50: 0,0009 mg/L, 

RR= 3.2) (Gonzáles et al 1999).  

Em 2002, ano em que ambas as colônias foram coletadas, o município do Rio 

de Janeiro passava por uma de suas maiores epidemias de dengue, com mais 

de 80 mil casos confirmados da doença (Casali et al 2004). Durante esse período 

(anos 2001 e 2002), houve um intenso uso de inseticidas piretroides para o 

combate ao Aedes aegypti no município. Além dos que foram utilizados pela 

prefeitura, houve também a contratação por parte de condomínios particulares, 

de empresas privadas para a aplicação de “fumacê” e maior utilização de 

inseticidas domésticos (Penna 2003). Tais ações podem ter selecionado, de 

forma indireta, Culex quinquefasciatus resistentes que foram coletados pelo 

LAFICAVE para criação das colônias. 

 Nos ensaios moleculares dessas linhagens foi identificado o alelo kdr em 

heterozigose na linhagem JPA (veja a tabela 10), entretanto, a frequência da 

mutação nessa linhagem foi baixa (0,010) e a substituição L1014F não foi 

encontrada na linhagem IBEx, o que nos permite supor que essa mutação não 

deve ser responsável pelo perfil de resistência a deltamentrina encontrados nos 

ensaios. É provável que o perfil de resistência dessas linhagens seja resultado 

da alteração de outro mecanismo, como detoxificação enzimática por exemplo.  

Bioensaios com uso de sinergistas, como o PBO (piperonil butóxido) por 

exemplo, podem ajudar a elucidar se há envolvimento de enzimas relacionadas 

à resistência metabólica (Medeiros 2011).  

 Arensburger et al (2010), ao analisarem todo o genoma de Cx. 

quinquefasciatus, observaram que a espécie possui 18.883 genes que codificam 

proteínas. Esse número é 22% maior do que o de Ae. aegypti (15.449 genes) e 

52% maior do que o de An. gambie (12.457 genes). Além disso, observaram que 

Cx. quinquefasciatus apresenta expansão de múltiplas famílias gênicas, 

incluindo os genes associados com detoxificação metabólica. De fato, o grande 

repertório de enzimas P450 em Cx. quinquefasciatus tem sido evidenciado com 

um papel significativo na resistência a inseticidas piretroides (Kasai et al 2000; 

Komagata et al 2010). 
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 As análises das sequências do NaV de Cx. quinquefasciatus provenientes 

de Boa Vista, Cáceres, Campina Grande, Caseara, Cuiabá e Recife 

evidenciaram baixa diversidade, com 14 haplótipos e apenas uma substituição 

não sinônima, correspondente à mutação kdr. O agrupamento desses haplótipos 

em dois clados se deve a variações em blocos no íntron.  Interessantemente, 

estes dois clados são separados por alta variabiliadade, mas as sequências de 

cada clado são bastante similares entre si (Anexo III).   

 A baixa diversidade do NaV é esperada, uma vez que o gene NaV é 

classificado como altamente conservado entre os insetos, apresentando mais de 

88.6% de similaridade entre as sequências de éxons em Diptera (Silva & Scott 

2019).  Pouco se sabe sobre a frequência da mutação kdr em Cx. 

quinquefascistus do Brasil. Nesse trabalho, a clássica mutação kdr L1014F foi 

identificada em baixa frequência nas populações de Boa Vista-RO, Cáceres-MT 

e Manaus-AM (veja a tabela 8).  Um estudo prévio já havia identificado a 

ocorrência desta mutação também em baixas frequências, nas localidades de 

Campo Grande/MS (0.01), Rio de Janeiro/RJ (0.03), Niterói/RJ (0.06) e Belo 

Horizonte/MG (0.03) (Muniz 2015).  

 As análises das sequências do gene ace-1 de Cx. quinquefasciatus 

provenientes das suas linhagens de laboratório e das localidades de Boa Vista, 

Cáceres, Campina Grande, Cuiabá, Foz do Iguaçu e Recife evidenciaram alta 

diversidade com a existência de 39 haplótipos, sendo o haplótipo ace-1_1, o 

mais frequente nas linhagens de laboratório (veja a Figura 41). Essa alta 

diversidade encontrada nesse trabalho corrobora com outros trabalhos que 

avaliaram a diversidade do gene ace-1 em Anopheles gambiae (Elanga-Ndille et 

al 2019), Culex pipiens (Alout et al 2009) e Cx. quinquefasciatus do Brasil (Longo 

2016). A mutação G119S, que confere resistência a inseticidas organofosforados 

e carbamatos, foi identificada na população de Foz do Iguaçu na frequência de 

0,035 (veja a tabela 9). No Brasil, essa mutação já foi identificada em baixa 

frequência em Culex quinquefasciatus do Rio Janeiro (Longo 2016), São 

Paulo/SP (0.12-0.17) (Bracco et al 1999) e Recife/PE (0,11) (Weill et 2003; 

Amorim et al 2013).  A associação com resistência a inseticidas não foi 

evidenciada para nenhuma das demais mutações identificadas (A018V, D029E, 

P091L, S119*, V099M, A109T, G247S, A253V, A264T, E290K). 
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 A ausência dos alelos de resistência cqm1REC e cqm1REC-2 em todas as 

populações avaliadas neste estudo pode indicar inexistência ou frequência muito 

baixa destes nas populações de campo, incluindo a população de Recife, onde 

esses mesmos alelos já foram detectados (Menezes et al 2016). Esses 

resultados podem ser justificados pela baixa pressão de seleção com o inseticida 

nas últimas décadas. Apesar de algumas formulações de L. sphaericus serem 

eficientes também para o controle de Ae. aegypti (Santana-Martinez et al 2018), 

esse inseticida geralmente não é utilizado nos programas de controle do vetor e 

sua utilização no controle de Cx. quinquefasciatus foi mais acentuada na década 

de 1990, durante os programas de eliminação da filariose (Regis et al 1995, 

Silva-Filha et al 1995). Após esse período, foi usado pontualmente para o 

controle de Cx. quinquefasciatus em São Paulo (Andrade et al 2007) e em 

combinação com o Bti para o controle de Culex e Aedes no Recife (Santos et al 

2018). Entretanto, vale salientar que existem outras mutações que não foram 

avaliadas nesse trabalho e que também conferem resistência ao L. sphaericus 

(Chalegre et al 2009; 2012). Além disso, há registro de populações altamente 

resistentes ao L. sphaericus e que não possuem mutações no gene cqm1, porém 

com mecanismos ainda desconhecidos (Nielsen-Leroux et al 2002). Todos os 

dados publicados até o momento sobre resistência a inseticidas em populações 

de Cx. quinquefasciatus do Brasil foram reunidos em uma revisão publicada no 

periódico Parasites & Vectors (Lopes 2019), disponível no anexo I. 

 Na tentativa de contornar a seleção de mosquitos resistentes a 

inseticidas, os programas de controle vetorial têm apostado em estratégias 

alternativas de controle, como por exemplo a utilização de Wolbachia. Wolbachia 

é uma bacteria endossimbionte bastante diversa e, até o momento, o gênero é 

dividido em pelo menos 16 supergrupos reconhecidos (A-Q). Entretanto, apenas 

os supergrupos A e B são encontrados em mosquitos (Glowska et al 2015; 

Moreira et al 2019). A maioria dos insetos abriga apenas um desse dois 

supergrupos, porém a ocorrência de superinfecção já foi registrada para algumas 

espécies, como Ae. albopictus e Cx. vishnui Theobald, 1901 (Kittayapong et al 

2000). Superinfecção é o termo utilizado quando duas ou mais linhagens de 

Wolbachia são encontradas em um mesmo índivíduo (Sinkins et al 1995). Esse 

fenômeno permite a recombinação gênica entre os supergrupos, aumentando 
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sua diversidade e a possibilidade de ocorrência de incompatibilidade 

citoplasmática (Duron et al 2005; Walker et al 2008).  Em Cx. quinquefasciatus, 

é consenso de que apenas Wolbachia do supergrupo B ocorre na espécie 

(Klasson et al 2008). 

 Dadas a distribuição de Cx. quinquefasciatus por todo o território nacional, 

que tem proporções contineitais, avaliamos se há presença apenas de 

Wolbachia do tipo B em nossa amostragem.  De fato, a grande maioria dos 

mosquitos avaliados possuiam somente Wolbachia do supergrupo B, o que 

corrobora com outros estudos (Almeida 2008; Morais et al 2012). No entanto, 

quatro indivíduos da população de Caseara – TO não estavam infectados por 

Wolbachia. Além disso, em 26 indivíduos de Campina Grande (18) e Recife (8), 

amplificamos fragmentos dos genes ftsZ e wsp de ambos os supergrupos (A e 

B), o que nos indica a presença de superinfecção nesses espécimes.Estamos 

realizando a clonagem e sequenciamento desses indivíduos para verificar essa 

hipótese. Caso se confirme, este será o primeiro registro de superinfeção em 

Culex quinquefasciatus. 

  Individuos naturalmente não infectados por Wolbachia já foram 

registrados para Cx. quinquefasciatus (Rasgon & Scott 2003) e Ae. albopictus 

(Albuquerque 2011).  A ocorrência de indivíduos naturalmente não infectados é 

justificada por uma falha na transmissão materna de Wolbachia para a prole 

devido a variações ambientais, como temperatura (Clancy & Hoffmann 1998; 

Kittayapong et al 2002).  Alguns estudos também indicam que a exposição 

prolongada a inseticidas, seguida de seleção de alelos resistentes e 

superprodução de enzimas de detoxificação exercem impacto no fitness do 

mosquito, compromentendo a capacidade do inseto de controlar a densidade de 

Wolbachia (Berticat et al 2002; Echaubard et al 2010).  No caso de Caseara, no 

entanto, resistência a inseticidas não deve ser o caso, uma vez que esta 

localidade é uma das raras encontradas no Brasil aonde Ae. aegypti é 

susceptível a inseticidas (Sá et al 2019). 

 O uso de inseticidas ainda é uma estratégia muito utilizada no controle de 

vetores, porém a sua aplicação reduz a variabilidade genética da população ao 

mesmo tempo que seleciona individuos naturalmente resistentes aos compostos 

utilizados (Guillemaud et al 1996). As árvores filogenéticas do NaV e ace_1 
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indicam baixa extruturação genética do Culex quinquefasciatus, assim como 

outros estudos realizados com essa espécie no Brasil (Wilke et al 2014; Morais 

2011, Morais et al 2012; Carvalho 2017). Entretanto, pretendemos realizar a 

análise de 12 loci de microssatélites para uma avaliação populacional mais 

precisa. 

O fenótipo de resistência controlado pelas mutações identificadas nesse 

estudo ocorre apenas quando os alelos mutantes são encontrados em 

homozigose. Tal caracteristica faz com que essas mutações demorem a se 

estabelecer nas populações do vetor, sendo geralmente encontradas em baixa 

frequência. Porém, quando os alelos mutantes atingem certa frequência, definida 

pela WHO (2012) como tipping point, a presença desses alelos aumenta de 

forma exponencial quando expostos aos inseticidas, tendendo a fixação. 

Portanto é importante que se faça um monitoramento dos alelos kdr e ace-1R 

enquanto estão em baixa frequência e antes que alcancem o tipping point, 

possibilitando dessa forma, o controle efetivo do Cx. quinquefasciatus no país. 
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6. Conclusão 

- As linhagens de laboratório JPA E IBEx são suscetíveis aos organofosforados 

temefós e malathion e resistentes ao piretroide deltametrina. Ambas podem ser 

utilizadas como referências para bioensaios com temefós. Outros mecanismos, 

distintos da clássica mutação kdr L1014F podem estar presentes nestas 

linhagens. 

- A mutação L1014F no gene NaV foi identificada na linhagem JPA e nas 

populações de Boa Vista, Cáceres e Manaus em baixa frequência. A mutação 

G119S no gene ace-1 foi encontrada apenas na população de Foz do Iguaçu e, 

com relação ao gene cqm1, os alelos mutantes cqm1REC e cqm1REC-2 não foram 

identificadas em nenhuma população avaliada no estudo. 

- A maioria dos mosquitos avaliados (96%) estavam infectados somente por 

Wolbachia do supergrupo B, 4 indivíduos de Caseara não estavam infectados e 

26 de Campina Grande e Recife estavam superinfectados (coexistência dos 

supergurpos A e B).   
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7. Perspectivas 

 

• Dar continuidade a amplificação de 12 loci de microssatélites com todas 

as populações coletadas para a realização de análises de genética 

populacional. 

• Clonar e sequenciar os fragmentos dos genes wsp_A e ftsZ_A para 

confirmarmos a superinfecção por Wolbachia nos mosquitos de Campina 

Grande e Recife.  
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Anexo I - Publicação realizada na revista Parasites & Vectors (continuação). 
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Anexo I - Publicação realizada na revista Parasites & Vectors (continuação). 
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Anexo I - Publicação realizada na revista Parasites & Vectors (continuação). 

 

 

  

 



 

151 
 

 

Anexo II – Licença para a utilização de cobaias anestesiadas na alimentação de mosquitos 
no LAFICAVE.  
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Anexo II – Licença para a utilização de cobaias anestesiadas na alimentação de mosquitos 

no LAFICAVE (continuação).
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Anexo III – Alinhamento de nucleotídeos e aminoácidos do fragmento de 461 pares de bases correspondente ao sítio IIS6 do NaV de Culex 
quinquefasciatus. A substituição de nucleotídeos A-T, correspondente a mutação kdr está destacada em vermelho. A linha azul indica a localização do fim 
do éxon 20 e início do intron. 

 

         ___________________________________ÉXON 20__________________________________________________________________ÍNTRON___________________ 

                                                                                                                               1 

                     1 111 111 111 222 222 222 233 333 333 334 444 444 444 555 555 555 566 666 666 667 777 777 777 888 888 888 899 999 999 990 

         1 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890  

           -M- -L- -V- -G- -D- -V- -S- -C- -I- -P- -F- -F- -L- -A- -T- -V- -V- -I- -G- -N- L/F -V- 

#NaV_1   C ATG CTG GTG GGC GAC GTG TCC TGC ATT CCG TTC TTC TTG GCC ACC GTA GTG ATA GGA AAT TTA GTC GTG AGT ATT CCA GCG TGA AGT CTT AGC GAT TGA 

#NaV_2   . ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  

#NaV_3   . ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_5   . ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_6   . ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_7   . ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_8   . ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_9   . ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_10  . ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_11  . ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_12  . ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_13  . ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_14  . ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...          

 

        ____________________________________________________________ÍNTRON__________________________________________________________________ 

         111 111 111 111 111 111 122 222 222 223 333 333 333 444 444 444 455 555 555 556 666 666 666 777 777 777 788 888 888 889 999 999 999 

         000 000 000 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 

         123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 

 

#NaV_1   TCT AGT GTG CGC GCT AGA GCT GTC AAA ACA TCG CCA ACA GCA TGC AAG AAA AGG TGG GAA CGA AAA ACT TTA AGG TCA CAT TTG TAC CTT TGA TGT AAA  

#NaV_2   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_3   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_4   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_5   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NAv_6   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_7   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_8   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_9   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_10  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_11  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_12  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_13  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_14  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...     
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Anexo III – Alinhamento de nucleotídeos e aminoácidos do fragmento de 461 pares de bases correspondente ao sítio IIS6 do NaV de Culex 
quinquefasciatus (continuação). 

 

         ____________________________________________________________ÍNTRON_________________________________________________________________ 

         222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 

         000 000 000 011 111 111 112 222 222 222 333 333 333 344 444 444 445 555 555 555 666 666 666 677 777 777 778 888 888 888 999 999 999 

         012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 

 

#NaV_1   CAA ACA GTT CAT ACC GAT CAT TCT A—- GTA AAT ATT TCT TTA AGG TTG CGT TCT TT- AAA AAA AAA TT- -AG ATG AAG GTC CAC ACC TAA AGG TGC AAT  

#NaV_2   ... ... ... ... ... ... ... A.. .TA ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- -.. ... ... A.- C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_3   ... ... ... ... ... ... ... ... .-- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- ... ... ... ..- -.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_4   ... ... ... ... ... ... ... ... .-- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- ... ... ... ..- -.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_5   ... ... ... ... ... ... ... A.. .TA ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- -.. ... ... A.- C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NAv_6   ... ... ... ... ... ... ... A.. .TA ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- -.. ... ... A.- C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_7   ... ... ... ... ... ... ... A.. .TA ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- ... ... ... ..- -.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_8   ... ... ... ... ... ... ... ... .-- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- ... ... ... ..- -.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_9   ... ... ... ... ... ... ... ... .-- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- ... ... ... ..- -.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_10  ... ... ... ... ... ... ... A.. .TA ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- ... ... ... A.- C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_11  ... ... ... ... ... ... ... A.. .TA ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- ... ... ... A.- C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_12  ... ... ... ... ... ... ... ... .-- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- ... ... ... ..- -.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_13  ... ... ... ... ... ... ... ... .-- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- ... ... ... A.T -.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_14  ... ... ... ... ... ... ... ... .-- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- ... ... ... A.- C.. ... ... ... ... ... ... ... .T. ... 

 

         ____________________________________________________________ÍNTRON_________________________________________________________________ 

         233 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333  

         900 000 000 001 111 111 111 222 222 222 233 333 333 334 444 444 444 555 555 555 566 666 666 667 777 777 777 888 888 888 899 999 999 

         901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 

 

#NaV_1   TGT CTT GGT TGT TGT TTT GAC AGC TCC GCG ATT GGA A-T CTC GCA TGC GAG C-- --C TAC CCC CCA CTG ACA A-- CGA TCT TCT CTC TCC TCC CGA AAC 

#NaV_2   ..C ... ... ... ... ... ... ... ... T.A CAG C.. TTG GAA T.T C.. AT. .GA GC. ... ... ... ... .-- CAC ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_3   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... .-. ... ... ... ... .-- --. ... ... ... ... ... .-- ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_4   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .-. ... ... ... ... .-- --. ... ... ... ... ... .-- ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_5   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .-. ... ... ... ... .-- --. ... ... ... ... ... .-- ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NAv_6   ..C ... ... ... ... ... ... ... ... T.A CAG C.. TTG GAA T.T C.. AT. .GA GC. ... ... ... ... .-- CAC ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_7   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .-. ... ... ... ... .-- --. ... ... ... ... ... .-- ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_8   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .-. ... ... ... ... .-- --. ... ... ... ... ... .-- ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_9   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .-. ... ... ... ... .-- --. ... ... ... ... ... .-- ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_10  ..C ... ... ... ... ... ... ... ... T.A CAG C.. TTG GAA T.T C.. AT. .GA GC. ... ... ... ... .-- .-- ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_11  ..C ... ... ... ... ... ... ... ... T.A CAG C.. TTG GAA T.T C.. AT. .GA GC. ... ... ... ... .-- .-- ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_12  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .-. ..A ... ... ... .-- --. ... ... ... ... ... .-- ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_13  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .-. ... ... ... ... .-- --. ... ... ... ... ... .-- ... ... ... ... ... ... ... ... 

#NaV_14  ..C ... ... ... ... ... ... ... ... T.A CAG C.. TTG GAA T.T C.. AT. .GA GC. ... ... ... ... .-- .-- ... ... ... ... ... ... ... ... 
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Anexo III – Alinhamento de nucleotídeos e aminoácidos do fragmento de 461 pares de bases correspondente ao sítio IIS6 do NaV de Culex 
quinquefasciatus (continuação). A linha azul indica a localização do fim do íntron e início do éxon 21. 

 

 

 

 

 

 

 

 

         _________________________________________ÉXON 21_____________________________________ 

         334 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 4 

         990 000 000 000 111 111 111 122 222 222 223 333 333 333 444 444 444 455 555 555 556 6 

         890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 1 

             -V- -L- -N- -L- -F- -L- -A- -L- -L- -L- -S- -N- -F- -G- -S- -S- -S- -L- -S- -A- 

#NaV_1   CAG GTT CTT AAC CTT TTC TTA GCC TTG CTT TTG TCC AAC TTT GGT TCC TCA AGT CTG TCG GCG A 

#NaV_2   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#NaV_3   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#NaV_4   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#NaV_5   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#NAv_6   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#NaV_7   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#NaV_8   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#NaV_9   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#NaV_10  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#NaV_11  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#NaV_12  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#NaV_13  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#NaV_14  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 
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Anexo IV - Alinhamento de nucleotídeos e aminoácidos do fragmento de 746 pares de bases do gene ace-1 de Culex quinquefasciatus. A mutação 

não-sinônima está destacada em vermelho. 

          __________________________________________________________ÉXON 2 __________________________________________________________________                   

                      111 111 111 122 222 222 223 333 333 333 444 444 444 455 555 555 556 666 666 666 777 777 777 788 888 888 889 999 999 999  

          123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789  

          -A- -F- -F- -T- -P- -Y- -I- -G- -H- -G- -D- -S- -V- -R- -I- -V- -D- A/V -E- -L- -G- -T- -L- -E- -R- -E- -H- -I- -H- -S- -T- -T- -T- 

#ace-1_1  GCA TTT TTT ACA CCA TAT ATA GGT CAC GGA GAT TCT GTT CGA ATT GTA GAT GCC GAA TTA GGT ACA TTA GAG CGC GAG CAT ATC CAT AGC ACT ACG ACC 

#ace-1_2  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_3  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_4  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_5  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_6  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_7  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_8  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_9  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_10 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_11 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_12 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_13 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_14 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_15 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_16 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_17 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_18 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_19 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_20 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_21 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_22 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_23 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_24 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_25 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_26 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_27 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_28 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_29 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_30 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_31 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_32 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_33 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_34 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_35 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_36 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_37 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_38 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_39 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
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Anexo IV - Alinhamento de nucleotídeos e aminoácidos do fragmento de 746 pares de bases do gene ace-1 de Culex quinquefasciatus (continuação). 
A linha azul indica o fim do éxon 2 e início do íntron.  

          ____________________ÉXON 2__________________________________________________________ÍNTRON_________________________________________ 

          111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 

          000 000 000 011 111 111 112 222 222 222 333 333 333 344 444 444 445 555 555 555 666 666 666 677 777 777 778 888 888 888 999 999 999 

          012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 

          -R- -R- -R- -G- -L- -T- -R- -R- -E- -S- -S- -S-  

#ace-1_1  CGG CGG CGT GGC CTA ACC CGG AGG GAG TCC AGC TCC GGT GAG TTC TAG GAG GGG CTT TT- --- --- --- --- --- --G GGG TCA TTT GCC CTT TGC TAA 

#ace-1_2  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_3  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_4  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_5  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- -- ---. ... .T. ... ... ... ... ... 

#ace-1_6  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... ... ... ... .A. ... ... 

#ace-1_7  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_8  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_9  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ..- --- --- --- --- --- --. ... .T- .GG ... ... ... ... 

#ace-1_10 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... C.. ... ..A ... ..T GCC CTT TGC CCT TTG GA. ... .T. ... ... ... ... ... 

#ace-1_11 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... .T. ... ... ... ... ... 

#ace-1_12 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... C.. ... TTA ... ..- --- --- --- --- --- --. ... .T. ... ... ... ... ... 

#ace-1_13 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_14 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_15 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... ... ... ... .A. ... ... 

#ace-1_16 ... ... ... ..T ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... ... ... ... .A. ... ... 

#ace-1_17 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... .T. ... ... ... ... ... 

#ace-1_18 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... .T. ... ... ... ... ... 

#ace-1_19 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... ... ... ... .A. ... ... 

#ace-1_20 ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... A.. T.. ..- --- --- --- --- --- -T. ... ... ..A ... ... ... .T. 

#ace-1_21 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_22 ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... ... ... ... .A. ... ... 

#ace-1_23 ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_24 ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... ... ... ... .A. ... ... 

#ace-1_25 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --A ... .T. ... ... ... ... ... 

#ace-1_26 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... .T. ... ... ... ... ... 

#ace-1_27 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... C.. ... ..A ... ..T GCC CTT TGC CCT TTG GA. ... .T. ... ... ... ... ... 

#ace-1_28 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... C.. ... TTA ... ..- --- --- --- --- --- --. ... .T. ... ... ... ... ... 

#ace-1_29 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... C.. ... ..A ... ..T GCC CTT TGC CCT TTG GA. ... .T. ... ... ... ... ... 

#ace-1_30 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... C.. ... ..A ... ..T GCC CTT TGC CCT TTG GA. ... .T. ... ... ... ... ... 

#ace-1_31 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... .T. ... ... ... ... ... 

#ace-1_32 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... C.. ... ... ... ..T GCC CTT TGC CCT TTG GA. ... .T. ... ... ... ... ... 

#ace-1_33 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... C.. ... ... ... ..T GCC CTT TGC CCT TTG GA. ... .T. ... ... ... ... ... 

#ace-1_34 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... ... ... ... .A. ... ... 

#ace-1_35 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... C.. ... ... ... ..T GCC CTT TGC CCT TTG GA. ... .T. ... ... ... ... ... 

#ace-1_36 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... .TT GG. ... ... ... ... 

#ace-1_37 ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_38 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_39 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --. ... ... ... ... ... ... ... 
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Anexo IV - Alinhamento de nucleotídeos e aminoácidos do fragmento de 746 pares de bases do gene ace-1 de Culex quinquefasciatus (continuação). 

A linha azul indica o fim do íntron e o início do éxon 3. A mutação não-sinônima está destacada em vermelho. 

          ____________ÍNTRON_________________________________________________________ÉXON 3___________________________________________________ 

          122 222 222 222 222 222 222 2222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 

          900 000 000 001 111 111 111 2222 222 222 333 333 333 344 444 444 445 555 555 555 666 666 666 677 777 777 778 888 888 888 999 999 999 

          901 234 567 890 123 456 789 0123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 

                                           -A- -T- D/E -S- -D- -P- -L- -V- -I- -T- -T- -D- -K- -G- -K- -I- -R- -G- -T- -T- -L- -E- -A- -P- -S- 

#ace-1_1  CTA ATT CAC TCC AAT TTT CGT AGAT GCC ACC GAC TCG GAC CCA CTG GTC ATA ACG ACG GAC AAG GGC AAA ATC CGT GGA ACG ACA CTG GAA GCG CCT AGT 

#ace-1_2  ... ... ... ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_3  ... ... ... ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_4  ... ... ... ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_5  ... ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_6  ... ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_7  ... ... ... ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_8  ... ... ... ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_9  ... ... T.. .T. ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_10 ... ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_11 ... ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_12 ... ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_13 ... ... ... ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_14 ... ... ... ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_15 ... ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_16 .G. ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ..A ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C 

#ace-1_17 ... ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C 

#ace-1_18 ... ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ..A ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C 

#ace-1_19 .G. ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ..A ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C 

#ace-1_20 ..C ... T.. .T. ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_21 ... ... ... ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_22 .G. ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ..A ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_23 ... ... ... ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_24 .G. ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_25 ... ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_26 ... ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_27 ... ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_28 ... ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_29 ... ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_30 ... ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_31 ... ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_32 ... ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_33 ... ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_34 ... ... T.. ... ... ... ... .... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
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Anexo IV- Alinhamento de nucleotídeos e aminoácidos do fragmento de 746 pares de bases do gene ace-1 de Culex quinquefasciatus (continuação). 
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Anexo IV - Alinhamento de nucleotídeos do fragmento de 746 pares de bases do gene ace-1 (continuação). A substituição de nucleotídeos G-S, 
correspondente a clássica mutação G119S está destacada pelo retângulo vermelho. 
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Anexo IV - Alinhamento de nucleotídeos e aminoácidos do fragmento de 746 pares de bases do gene ace-1 de Culex quinquefasciatus (continuação). 
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#ace-1_36 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_37 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_38 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#ace-1_39 ... ... .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
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Anexo IV - Alinhamento de nucleotídeos e aminoácidos do fragmento de 746 pares de bases do gene ace-1 de Culex quinquefasciatus (continuação). 

A mutação não-sinônima está destacada em vermelho. 

          _____________________________ÉXON 3__________________________________ 

          666 667 777 777 777 777 777 777 777 777 777 777 777 777 777 777 777 7 

          999 990 000 000 000 111 111 111 122 222 222 223 333 333 333 444 444 4 

          567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 6 

          -L- -F- -L- -G- -T- -P- E/K -A- -P- -G- -N- -A- -G- -L- -F- -D- -Q- 

#ace-1_1  CTC TTC CTG GGC ACA CCG GAG GCA CCC GGT AAC GCG GGG CTG TTT GAT CAG A 

#ace-1_2  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_3  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_4  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_5  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_6  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_7  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_8  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_9  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_10 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_11 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_12 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_13 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_14 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_15 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_16 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_17 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_18 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_19 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_20 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_21 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_22 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_23 ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_24 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_25 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_26 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_27 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_28 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_29 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_30 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_31 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_32 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_33 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_34 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_35 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_36 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_37 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_38 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 

#ace-1_39 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . 
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Anexo V – Alinhamento de nucleotídeos e aminoácidos do fragmento correspondente ao sítio IIS6 do gene NaV de Culex quinquefasciatus e Aedes 
albopictus. A localização da clássica mutação kdr está destacada em vermelho. As linhas em azul indicam o início e o fim do íntron. 

             

                                _________________________________________ÉXON 20______________________________________________ÍNTRON_______ 

                                            1 111 111 111 222 222 222 233 333 333 334 444 444 444 555 555 555 566 666 666 667 777 777 777 88 

                                1 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 01 

                                  -M- -L- -V- -G- -D- -V- -S- -C- -I- -P- -F- -F- -L- -A- -T- -V- -V- -I- -G- -N- L/F -V- 

# Consensus Hap._NaV_Culex      C ATG CTG GTG GGC GAC GTG TCC TGC ATT CCG TTC TTC TTG GCC ACC GTA GTG ATA GGA AAT TTW GTC GTG AGT ATT CCA GC 

# Consensus Culex wspA +        . ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .. 

# Consensus NaV_Ae.albopictus   - --- --- --- --- --- --- -.. ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... C.. ..A --- --- --- --- -- 

 

                                _________________________________________________ÍNTRON____________________________________________________ 

                                                        111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 

                                888 888 889 999 999 999 000 000 000 011 111 111 112 222 222 222 333 333 333 344 444 444 445 555 555 555 666  

                                234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 

                            

# Consensus Hap._NaV_Culex      GTG AAG TCT TAG CGA TTG ATC TAG TGT GCG CGC TAG AGC TGT CAA AAC ATC GCC AAC AGC ATG CAA GAA AAG GTG GGA ACG 

# Consensus Amostras wspA +     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

# Consensus NaV_Ae.albopictus   --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 

 

                                _______________________________________________ÍNTRON______________________________________________________ 

                                111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 122 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 

                                666 666 677 777 777 778 888 888 888 999 999 999 900 000 000 001 111 111 111 222 222 222 233 333 333 334 444 

                                345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 

 

# Consensus Hap._NaV_Culex      AAA AAC TTT AAG GTC ACA TTT GTA CCT TTG ATG TAA ACA AAC AGT TCA TAC CGA TCA TWC TAG TAA ATA TTT CTT TAA GGT 

# Consensus Amostras wspA +     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .T. ... ... ... ... ... ... ... 

# Consensus NaV_Ae.albopictus   --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 

 

 

                                ____________________________________________ÍNTRON________________________________________________ 

                                222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 223 333 333 333 333 333 333 333 333 

                                444 444 555 555 555 566 666 666 667 777 777 777 888 888 888 899 999 999 990 000 000 000 111 111 111 122 222 

                                456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 

 

# Consensus Hap._NaV_Culex      TGC GTT CTT TAA AAA AAA ATT AGA TGA AGG TCC ACA CCT AAA GGT GCA ATT GTC TTG GTT GTT GTT TTG -AC AGC TCC GCG 

# Consensus Amostras wspA +     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... -.. ... ... ... 

# Consensus NaV_Ae.albopictus   --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- .T. .G. A.. C.- C.A CCG ... .A. T.G T.. .GT .T. 

 

                                _____________________________________ÍNTRON__________________________________________________ÉXON 21______ 

                                333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 444 444 

                                222 223 333 333 333 444 444 444 455 555 555 556 666 666 666 777 777 777 788 888 888 889 999 999 999 000 000 

                                567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 

                                                                                                                    -V- -L- -N- -L- -F- -L- 

# Consensus Hap._NaV_Culex      ATK GGA ATC TMG CAT GCG AGC CTA CCC CAC TGA CAA CGA TCT TCT CTC TCC TCC CGA AAC CAG GTT CTT AAC CTT TTC TTA 

# Consensus Amostras wspA +     ..T ... ... .C. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

# Consensus NaV_Ae.albopictus   G.- -.. .-- --- ..A CA. .C. G.. .TA AT. G.. T.. T.C .-. ... ... C.. CT. .C. .T. ... ..A ... ... ... ... ... 
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Anexo V – Alinhamento de nucleotídeos e aminoácidos do fragmento correspondente ao sítio IIS6 do NaV de Culex quinquefasciatus e Aedes 
albopictus. (continuação). A localização da substituição de aminoácidos L-F, correspondente a mutação kdr está destacada em vermelho. A linha azul indica 
a localização do fim do éxon 20 e início do éxon 21 

 

 

 

 

                                _______ÉXON 21_______ 

                                444 444 444 444 444 4 

                                000 011 111 111 112 2 

                                678 901 234 567 890 1 

                                -A- -L- -L- -L- -S- 

# Consensus Hap._NaV_Culex      GCC TTG CTT TTG TCC A 

# Consensus Amostras wspA +     ... ... ... ... ... . 

# Consensus NaV_Ae.albopictus   ... ... ... ... ... . 


