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RESUMO  

MENEZES, Heverly Suzany Gouveia. Caracterização e avaliação de moléculas de Culex 
quinquefasciatus associadas a resistência a Lysinibacillus sphaericus. 2023. Tese 
(Doutorado Acadêmico em Biociências e Biotecnologia em Saúde) – Instituto Aggeu 
Magalhães, Fundação Oswaldo Cruz, Recife, 2023. 

 

A resistência de larvas de Culex quinquefasciatus à toxina Binária (Bin) de 
Lysinibacillus sphaericus, pode ser causada por mutações no gene do receptor da 
toxina Bin. Em nosso laboratório, uma colônia resistente selecionada com o L. 
sphaericus cepa IAB59 vem sendo utilizada como modelo de estudo e sua 
refratariedade é causada pelo alelo cqm1REC que impede a expressão do receptor 
Cqm1. Um estudo prévio mostrou que as larvas resistentes, comparadas às 
suscetíveis, apresentam um transcriptoma diferencial com um padrão de transcrição 
alterado para genes ligados ao metabolismo de lipídios, carboidratos, proteínas, de 
xenobióticos, entre outros. O objetivo deste estudo foi validar funcionalmente e 
investigar estas moléculas que podem estar de alguma forma associadas ao status 
de resistência de Cx. quinquefasciatus. Para tal, a atividade de enzimas selecionadas 
foi determinada em intestinos de larvas resistentes e suscetíveis. Em relação às 
lipases, as larvas resistentes mostraram uma atividade menor para os substratos 
acetato (R= 331,5 ± 24,4, S= 381,8 ± 22,8), butirato (R= 206,3 ± 9,6, S= 257,7 ± 17,3) 
e heptanoato (R= 121,1 ± 10,06, S= 188,5 ± 14,8). A atividade sobre os substratos 
oleato, e palmitato não mostrou uma diferença significativa. A atividade de α-
glicosidases utilizando o substrato sacarase mostrou uma atividade significativamente 
reduzida em larvas resistentes (R= 62,25 ± 4,8; S=112 ± 4), enquanto esta atividade 
foi similar para o substrato MuαGlu. A atividade de proteases e de enzimas 
detoxificadoras glutationa-S-transferases, por sua vez, foi similar para as duas 
colônias. Foram avaliadas as reservas de lipídios e açúcares redutores e o perfil de 
larvas e adultos da colônia resistente foi caracterizado pela redução significativa do 
acúmulo de lipídios (58%) e maior quantidade de açúcares redutores (35%). Contudo, 
a fertilidade e fecundidade foi semelhante para as duas linhagens, indicando que as 
alterações nas reservas não afetaram esses parâmetros. Este estudo também visou 
a identificação e caracterização parcial de uma panteteinase cujo transcrito foi o mais 
reprimido no transcriptoma de larvas resistentes. O gene foi clonado e expresso em 
células Sf9 e revelou uma proteína de cerca de 70 kDa, maior do que o predito de 57 
kDa. A análise in silico da sequência apresentou três potenciais sítios de N-

glicosilação. Uma discreta presença de N-glicosídeos (1 kDa) foi detectada em 
ensaios in vitro, porém este achado não justifica a discrepância entre os pesos, assim, 
a proteína deve sofrer outras alterações pós-traducionais. A quantificação relativa da 
transcrição de panteteinase em larvas em larvas suscetíveis mostrou uma grande 
variação na expressão entre indivíduos, enquanto o transcrito estava reprimido em 
todas as larvas resistentes (S= 2,3 ± 2, R= 0,19 ± 0,1). A investigação da expressão 
de panteteinase nativa em larvas mostrou uma proteína de 70 kDa que foi 
imunodetectada pelo anticorpo anti-panteteinase em amostras de microviili de 
intestino, o que sugere a sua localização como uma proteína de membrana. Em 
conclusão, Cx. quinquefasciatus resistentes à Bin possuem características 
metabólicas diferenciais e a identificação da panteteinase como um segundo 
marcador da resistência à toxina Bin abre perpectivas para investigação do papel 
destas moléculas.  
 



 
 

 

Palavras-chave: lipases; proteases; glicosidases; panteteinases; reservas 
energéticas; fitness.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

MENEZES, Heverly Suzany Gouveia. Characterization and evaluation of Culex 
quinquefasciatus molecules associated with resistance to Lysinibacillus sphaericus. 
2023. Thesis (Academic Doctorate in Biosciences and Biotechnology in Health) – Aggeu 
Magalhães Institute, Oswaldo Cruz Foundation, Recife, 2023. 

 

The resistance of Culex quinquefasciatus larvae to the Binary toxin (Bin) from 
Lysinibacillus sphaericus, can be caused by mutations in the receptor of this toxin. In 
our laboratory, a resistant colony selected with the L. sphaericus strain IAB59 has been 
used as a study model and its refractoriness is caused by the cqm1REC allele that 
prevents the expression of the Cqm1 receptor. A previous study showed that resistant 
larvae, compared to the susceptible ones, present a differential transcriptome with an 
altered transcription of genes linked to the metabolism of lipids, carbohydrates, 
proteins, xenobiotics, among others. The aim of this study was to obtain a functional 
validation and to investigate these molecules that may be somehow associated with 
the resistance status of Cx. quinquefasciatus. For this purpose, the activity of selected 
enzymes was determined in midgut samples of resistant and susceptible larvae. In 
relation to lipases, the resistant larvae showed a lower activity for substrates acetate 
(R= 331,5 ± 24,4, S= 381,8 ± 22,8), butyrate (R= 206,3 ± 9.6, S= 257,7 ± 17,3) and 
heptanoate (R= 121,1 ± 10,06, S= 188,5 ± 14,8). The activity on oleate and palmitate 
substrates did not show a significant difference. The activity of α-glucosidases on 
sucrose showed a significantly reduced activity in resistant larvae (R= 62,25 ± 4,8; 
S=112 ± 4), while this activity was similar for the MuαGlu substrate. The activity of 
proteases and gluthatione-S-transferases detoxifying enzymes, in turn, was similar for 
both colonies. The reserves of lipids and reducing sugars were evaluated and the 
profile of larvae and adults of the resistant strain was characterized by a significant 
reduction in lipid accumulation (58%) and a higher amount of reducing sugars (35%). 
Fertility and fecundity were similar for both strains, indicating that changes in reserves 
did not affect these parameters. This study also aimed to identify the pantetheinase 
whose transcript was the most repressed in the transcriptome of resistant larvae. The 
gene was cloned and expressed in Sf9 cells and revealed a protein of about 70 kDa, 
different of the predicted molecular weight of 57 kDa. The in-silico analysis of the 
protein sequence showed three potential N-glycosylation sites. A slight presence of N-
glycosides (~1 kDa) was detected by in vitro assays, but this finding does not justify 
the discrepancy between the predicted and real molecular weights, and it is likely that 
other post-translational modifications should be responsible for that. The relative 
quantification of the panthethein transcripts in susceptible larvae showed its 
expression characterized by a wide variation among individuals, while those transcripts 
were repressed in all resistant larvae (S= 2.3 ± 2, R= 0.19 ± 0.1). The investigation of 
the native pantetheinase in larvae showed a 70 kDa protein which was 
immunodetected by anti-pantheteinase antibodies in samples of midgut microvilli, 
suggesting its expression as a membrane-bound protein. In conclusion, Cx. 
quinquefasciatus Bin-resistant have differential metabolic characteristics and 
identification of the pantetheinase as a second marker of Bin-resistance opens 
perspectives for the investigation of the role played by these molecules.  
 



 
 

 

Keywords: lipases; proteases; glycosidases; pantetheinases; energy reserves; 
fitness. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Larvicidas à base de Lysinibacillus sphaericus têm sido utilizados com sucesso 

para o controle de culicídeos, sobretudo dos gêneros Culex e Anopheles, em vários 

países, inclusive no Brasil. O programa de controle de Culex quinquefasciatus, que 

vem sendo executado em Recife desde 2003, pela Secretaria de Saúde, é um dos 

exemplos da aplicação deste agente. A Região Metropolitana do Recife (RMR) ainda 

é endêmica para a filariose linfática, onde Cx. quinquefasciatus é o vetor de 

Wuchereria bancrofti nesta área. Além disso, Cx. quinquefasciatus é vetor 

comprovado de arbovírus de grande relevância, como o vírus do Oeste do Nilo e 

potencial vetor do vírus Zika. O princípio ativo de larvicidas a base de L. sphaericus é 

um cristal proteico que contém a protoxina binária (Bin) com ação no epitélio intestinal. 

Após a sua ingestão e, uma vez que o cristal é solubilizado em pH alcalino do intestino 

das larvas, a protoxina é liberada no lúmen intestinal e é processada por serina-

proteases para a forma de toxina ativa. A toxina liga-se a receptores específicos no 

epitélio intestinal das larvas para desencadear a ação larvicida. O receptor da toxina 

Bin em Cx. quinquefasciatus é uma α-glicosidase denominada Culex quinquefasciatus 

maltase 1 (Cqm1) que está localizada no epitélio intestinal através de uma âncora do 

tipo glicosil-fosfatidilinositol (GPI). A interação toxina Bin-receptor Cqm1 é essencial 

para ação da toxina Bin e falhas nesta ligação provocam a resistência. Mutações em 

alelos no gene cqm1 que codificam o receptor Cqm1 podem gerar proteínas truncadas 

e desprovidas de âncora GPI, o que impede sua localização no epitélio e, 

consequentemente, a interação toxina Bin-receptor. 

O fenótipo de alta resistência das larvas à toxina Bin (Razão de Resistência, 

RR >5.000 vezes) já foi observado em algumas colônias ou populações resistentes. 

Na maioria dos casos estudados, alelos mutantes do gene cqm1, que causam a perda 

da expressão do receptor Cqm1 no epitélio, conferem o fenótipo de resistência à 

toxina Bin. Os estudos destas colônias também demonstraram que, embora o receptor 

seja uma α-glicosidase com um papel primordial na digestão, a sua ausência nos 

indivíduos resistentes não é crítica para o seu desenvolvimento, visto que colônias 

vêm sendo mantidas de forma estável em laboratório, há mais de 200 gerações. Um 

estudo recente do perfil transcriptômico comparativo do intestino de larvas suscetíveis 

e resistentes revelou que outros genes e vias metabólicas estão fortemente 
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modulados nas larvas resistentes, além do gene cqm1 que é o gene diretamente 

responsável pelo fenótipo de resistência. Este perfil de expressão alterado inclui 

genes envolvidos no metabolismo de lipídios, carboidratos, proteases e enzimas 

detoxificadoras.  

Dentre estas novas moléculas associadas ao fenótipo de resistência, reveladas 

pelo estudo transcriptômico, as panteteinases tiveram destaque. Estudos prévios de 

nosso grupo apontaram que as panteteinases poderiam funcionar como possíveis 

receptores da toxina binária denominada Cry48Aa/Cry49Aa, que é produzida por 

algumas linhagens do L. sphaericus, além da toxina Bin. A toxina Cry48Aa/Cry49Aa 

tem importância estratégica pois ela tem ação para larvas de Cx. quinquefasciatus 

resistentes à toxina Bin e, portanto, liga-se a receptores que são diferentes do Cqm1. 

As panteteinases ainda não foram caraterizadas em insetos. A maioria dos estudos 

disponíveis são relativos às panteteinases de humanos e sua função primária é a 

conversão do precursor panteteína em ácido pantotênico (vitamina B5) e cisteamina. 

Outros estudos mostram que seu papel é mais complexo pois estão envolvidas com 

a regulação do metabolismo de lipídios, com a via de gliconeogênese e imunidade. 

Portanto, identificar as panteteinases reveladas por nosso estudo é de fundamental 

importância para investigar suas funções em Cx. quinquefasciatus. Além disso, os 

relatos de panteteinases em insetos são raros e sem qualquer análise funcional. No 

perfil de super expressão destacaram-se genes de proteases que podem estar 

envolvidas diretamente na digestão ou na resposta imune, frente à exposição às 

toxinas, além de enzimas detoxificadoras. Portanto a expressão diferencial destes 

grupos de moléculas necessita ser avaliado para aprofundar os conhecimentos em 

relação ao impacto da resistência à toxina Bin, para além do fenótipo de refratariedade 

à toxina propriamente dita, e que podem ter um impacto crucial no metabolismo das 

larvas. É importante ressaltar que alelos de resistência para à toxina Bin ocorrem em 

populações de Cx. quinquefasciatus da cidade do Recife e que conhecimentos 

relativos às características associadas a este fenótipo são relevantes para a 

compreensão aprofundada do fenômeno de resistência que podem ser úteis para 

subsidiar estratégias de manejo. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Culex quinquefasciatus 

Culex quinquefasciatus Say, 1823 é um inseto (Diptera: Culicidae) com distribuição 

cosmopolita, com predominância em regiões tropicais e subtropicais, e que possui 

uma grande importância na saúde pública, como vetor de patógenos humanos 

(ANDRADE; NASCIMENTO, 2010; BRASIL, 2011; FORATTINI et al, 2002). É um 

mosquito amplamente encontrado no Brasil, sobretudo em áreas urbanas, onde há 

problemas de saneamento básico, os quais fornecem condições propícias para a sua 

proliferação, visto que seus criadouros preferenciais são caracterizados por conter 

água com alto teor de matéria orgânica (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; BRASIL, 2011; 

FARAJOLLAHI et al., 2011).  

É um inseto holométabolo, ou seja, apresenta desenvolvimento completo sendo 

composto por quatro estágios ou fases: ovo, larva (quatro estádios), pupa e mosquito 

adulto. Este ciclo biológico tem duração média de 10 dias (Figura 1). Os adultos são 

altamente antropofílicos e, as fêmeas precisam da alimentação sanguínea para o 

desenvolvimento dos ovários e a maturação dos ovos. As fêmeas fazem o repasto 

sanguíneo preferencialmente no período crepuscular e a noite (ANDRADE; 

NASCIMENTO, 2010; CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; FORATTINI et al, 2002). O 

processo de postura dos ovos ocorre em até 48 h após o repasto e é realizada na 

superfície da água, onde os ovos são depositados de forma agrupada (~150-250 

ovos), em estruturas flutuantes denominadas de “jangadas”. As fêmeas são atraídas 

a fazer a oviposição em criadouros anteriormente colonizados, devido ao feromônio 

de agregação de oviposição, depositado em forma de gotículas sobre o polo apical 

dos ovos (LAURENCE; PICKETT, 1982). A eclosão das larvas do 1° estádio (L1) 

ocorre em até 48h e estas sofrem sucessivas mudas (L2, L3 e L4), até atingirem a fase 

de pupa. Esta fase tem duração média de 48 h e, em seguida ocorre a muda para a 

fase adulta, ou muda imaginal (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). As larvas são filtradoras 

e se alimentam ativamente de matéria orgânica em suspensão na água. As pupas não 

se alimentam e exibem pouca movimentação passando boa parte do tempo paradas 

na superfície da água. Em termos ecológicos, Cx. quinquefasciatus é classificado 

como um organismo r-estrategista pois possui uma intensa dinâmica populacional 

com elevações e reduções drásticas de densidade, curto ciclo de vida, alta capacidade 
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de reprodução e de adaptação aos habitats. Estas características tornam seu controle 

populacional um desafio (REGIS et al., 2001). 

Figura 1 – Ciclo de vida de Culex quinquefasciatus evidenciando todos os seus estágios.  

 

Fonte: Adaptado de (CIÊNCIA, 2020). 

Nota: L1-L4: os quatro estádios larvais de Culex quinquefasciatus.  

Cx. quinquefasciatus pode ser um vetor importante de patógenos a humanos, 

dentre eles, o nemátodo Wuchereria bancrofti, agente etiológico da filariose linfática 

no Brasil. Esta doença atinge milhões de pessoas no mundo, localizadas em algumas 

regiões endêmicas das Américas, África e Ásia. A Região Metropolitana do Recife 

(RMR), ainda é uma destas áreas (BRASIL, 2021) e está em processo de erradicação 

da doença (BRASIL, 2018). Cx. quinquefasciatus também é o vetor responsável de 

algumas arboviroses como o vírus do Oeste do Nilo, que recentemente foram 

reportados 10 casos no estado do Piauí (BRASIL, 2022), encefalite de St. Louis 

(FARAJOLLAHI et al., 2011; KENT; CRABTREE; MILLER, 2010), Oropouche, 

Mayaro, Rocio, e o seu papel na transmissão do vírus Zika também vem sendo 

L1 

L2 
L3 

L4 
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investigado (ELIZONDO-QUIROGA et al., 2018; GUEDES et al., 2017; GUO et al., 

2016).  

 

2.2 ESTRATÉGIAS DE CONTROLE  

Ações integradas de controle de culicídeos vetores adaptadas às condições 

locais e executadas de forma correta podem ser capazes de reduzir a densidade de 

mosquitos e consequentemente reduzir a transmissão dos agentes etiológicos de 

doenças (ACHEE et al., 2019). Devido a importância dos mosquitos na saúde pública, 

eles representam alvos importantes de estratégias e programas para o seu controle 

(ALPHEY, 2014). Diferentes métodos de controle podem ser utilizados desde a gestão 

ambiental, controle mecânico, uso de produtos larvicidas e adulticidas, métodos 

comportamentais até técnicas de controle genético (ACHEE et al., 2015). A maioria 

desses recursos visa reduzir a transmissão das doenças transmitidas pelos vetores 

através de diferentes objetivos tais como: redução direta da densidade populacional 

dos mosquitos, redução da taxa de picada por métodos de manipulação do 

comportamento das fêmeas, substituição da população de mosquitos competentes 

em transmitir patógenos por populações de mosquitos refratários ao desenvolvimento 

do patógeno (ACHEE et al., 2015). Estas abordagens podem ser combinadas e 

adaptadas para cada situação com o objetivo de atingir uma maior redução 

populacional no âmbito de programas de controle de vetores. 

No Brasil, e em vários outros países endêmicos, ainda persiste o modelo de 

controle tradicional, desde a década de 1950, que é baseado no uso intensivo de 

larvicidas e adulticidas químicos convencionais. A utilização desses compostos no 

combate aos insetos vetores foi bastante difundida e, a princípio, se mostrou eficaz 

para controlar e até mesmo erradicar doenças provocadas por vetores em diversas 

regiões do mundo (HEMINGWAY et al., 2006). O primeiro inseticida químico utilizado, 

de forma sistemática e disseminada, foi o organoclorado dicloro-difenil-tricloro-etano 

(DDT) seguido das classes de organofosforados, carbamatos e piretróides (BECKER, 

2003). Estes compostos podem ser usados como larvicidas para o tratamento de 

criadouros e como adulticidas para aplicação espacial e pulverização residual interna 

em domicílios (IRS). Recentemente, os adulticidas vem ganhando uma aplicação 

diferenciada através do uso de telas-mosquiteiros impregnadas com estes compostos 
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(LLINS, Long-Lasting Impregnated Nets) (KILLEEN et al., 2017). Este método tem se 

mostrado muito eficiente em campanhas de controle de anofelinos em várias áreas 

endêmicas na África promovendo a redução da transmissão de malária (KILLEEN et 

al., 2017). Contudo, a aplicação espacial de adulticidas só é recomendada atualmente 

em situações críticas, tais como em focos estratégicos e para o bloqueio de casos em 

situações de surtos localizados. Além destas classes de inseticidas químicos, existem 

os compostos que regulam o crescimento de insetos (IGRs, Insect growth regulators), 

classificados pela Agência de Proteção Ambiental (EPA) dos EUA como inseticidas 

de síntese química. As principais categorias são: os análogos do hormônio juvenil 

como o metopreno e o pyriproxyfen e os inibidores da síntese de quitina, que afetam 

o desenvolvimento do inseto e impedem a muda para a fase adulta, representados 

principalmente pelos compostos novaluron e diflubenzuron (DHADIALLA; 

CARLSON;LE, 1998).  

Apesar dos inseticidas das classes convencionais (organoclorados, 

organofosforados, carbamatos e piretroides) terem muitas limitações, eles ainda são 

muito usados até o presente, sobretudo, em países endêmicos para doenças 

negligenciadas. O uso de DDT, por exemplo, já foi banido de muitos países, inclusive 

o Brasil (D’AMATO; TORRES; MALM, 2002). Os inseticidas químicos convencionais 

possuem um mecanismo de ação inespecífico, caracterizado por um amplo espectro 

de ação podendo ter toxicidade para organismos não-alvo, bem como causar sérios 

danos à saúde humana, além de gerar prejuízos para o meio ambiente (HEMINGWAY 

et al., 2004; KING; AARON; 2015). Outro problema é seleção de resistência dos 

mosquitos aos inseticidas químicos convencionais, que vem sendo registrada desde 

o seu uso em larga escala a partir de 1950 (ACHEE et al., 2019; LIU, 2015). Para 

substituir o uso de inseticidas químicos convencionais, a utilização de outras 

estratégias de controle se faz necessária, sobretudo através de ações integradas com 

a escolha de compostos mais seletivos, tais como agentes de controle biológico 

(ACHEE et al., 2015; KILLEEN et al., 2017). O controle biológico de insetos é uma 

abordagem baseada na utilização de organismos, ou de toxinas resultantes de seu 

metabolismo, que causam a mortalidade através de um mecanismo de ação seletivo 

pois é baseado em relações ecológicas (LACEY et al., 2015). Dentre estes agentes, 

podemos citar a utilização de predadores (agentes larvívoros como peixes, copépodos 

e anfíbios), fungos, bactérias entomopatogênicas, compostos inibidores de oviposição 



22 
 

de origem vegetal, dentre outros (ACHEE et al., 2015; DAHMANA; MEDIANNIKOV, 

2020; RAWAL, 2019). Estratégias de controle nas fases do ciclo de vida do mosquito 

estão sumarizadas na figura 2.  

As bactérias entomopatogênicas são os agentes biológicos mais empregados 

para o controle de alguns grupos de insetos (BRAVO et al., 2011) devido à produção 

de uma ampla variedade de toxinas inseticidas, cuja classificação está disponível no 

Bacterial Pesticidal Protein Resource Center-BPPRC (www.bpprc-db.org). Para os 

insetos da ordem Diptera, as bactérias mais utilizadas são Bacillus thuringiensis 

serovar. israelensis (Bti) e Lysinibacillus sphaericus que possuem alto potencial 

larvicida, devido a produção de cristais que contém endotoxinas (LACEY, 2007; 

SILVA-FILHA et al., 2021). Os cristais são processados no intestino das larvas e se 

ligam a receptores específicos, desencadeando alterações citopatológicas que 

provocam alta letalidade. Essas bactérias possuem ação específica para alguns 

gêneros de importância médica, tais como Aedes, Culex, Anopheles e Simulium 

(LACEY, 2007). As características de L. sphaericus, que é alvo deste estudo, serão 

tratadas na seção 2.3. Outro agente bacteriano que pode ser utilizado no controle de 

vários grupos de insetos é o Spinosad, composto pelos metabólitos espinosinas A e 

D produzidos a partir da fermentação da bactéria Saccharopolyspora spinosa 

(SANTOS; PEREIRA, 2020). Seu modo de ação, bem como dos seus análogos 

(spinosóides), é baseado na ativação de moduladores alostéricos de receptores 

GABA presentes no sistema nervoso de insetos, que ocasiona a morte do inseto por 

rápida excitação do sistema nervoso (HERTLEIN et al., 2010; SPARKS et al., 2012). 

O Spinosad tem ação para uma grande número de insetos e pragas, mas apresenta 

um risco baixo de toxidade ambiental para espécies não-alvo (HERTLEIN et al., 2010; 

SANTOS; PEREIRA, 2020). Os produtos à base de Spinosad têm se mostrado 

eficazes para uma ampla gama de insetos, porém já há registros de resistência e seu 

uso deve ser monitorado e integrado com outros agentes de controle (SPARKS et al., 

2012; SU; CHENG, 2014). 

A utilização de larvicidas em programas de controle é recomendado, pois 

através da eliminação em massa de formas jovens, ocorre uma redução gradativa da 

população de adultos (ACHEE et al., 2015). A utilização desses larvicidas é importante 

sobretudo para o controle de espécies como Cx. quinquefasciatus que possuem 

criadouros preferenciais com elevada densidade de larvas e que podem ser 
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mapeados. Desta forma há uma cobertura substancial do tratamento das fontes 

produtoras de adultos (ACHEE et al., 2015; BALDACCHINO et al., 2017). Por outro 

lado, espécies como por exemplo, Aedes aegypti que tem a capacidade de explorar 

grande número de criadouros, sendo muitos deles crípticos, há um cenário de 

dispersão de seus ovos e as larvas são de difícil localização no ambiente. Nestes 

casos a ação dos larvicidas é importante para eliminar as fontes de criação 

detectáveis, porém é necessário empregar outros métodos de controle para, assim, 

potencializar a redução populacional (BALDACCHINO et al., 2015). 
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Figura 2 – Representação de métodos de controle de mosquitos.  

 

Legenda: Os métodos existentes (parte superior verde) e métodos em desenvolvimento (parte inferior amarela) que afetam os estágios jovens do mosquito 

(à esquerda) e a fase adulta (direita). Métodos que visam o subestágio particular dentro do ciclo de vida de um mosquito são orientados verticalmente com 

esses subestágios. Fonte: Traduzido de ACHEE et al. (2015)
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2.3 Lysinibacillus sphaericus 

 A bactéria entomopatógena Lysinibacillus sphaericus, anteriormente 

denominada Bacillus sphaericus (AHMED et al., 2007), é uma bactéria Gram-positiva, 

saprófita, esporulante, com distribuição cosmopolita, podendo ser encontrada em 

solos, ambientes aquáticos, cadáveres de insetos entre outros (DAVIDSON, 1984). 

Durante a fase de esporulação esta bactéria pode produzir esporos arredondados, 

localizados na região terminal em um esporângio, além de cristais proteicos contendo 

protoxinas com ação para larvas de mosquitos (Figura 3).  

Figura 3 – Aspecto de Lysinibacillus sphaericus cepa 2362 em microscopia eletrônica.  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A. Pereira-Neves (2018). 
Legenda: Corte transversal de células em fase final de esporulação cristal (C) e esporo (E). 

Esta bactéria tem atividade larvicida para algumas espécies de gêneros da 

ordem Diptera, dentre eles Culex, Anopheles, Mansonia, Aedes e Psorophora 

(BERRY, 2012; CHARLES; NIELSEN-LEROUX; DELÉCLUSE, 1996). Cepas de L. 

sphaericus que produzem cristais com atividade larvicida para mosquitos já foram 

isoladas em inúmeras localidades do mundo. A primeira cepa com atividade larvicida 

foi identificada em larvas de Culiseta incidens (KELLEN et al., 1965), mas este isolado 

tinha uma atividade relativamente baixa. A partir dessa descoberta outras cepas foram 

isoladas em diferentes regiões, com alta toxicidade incluindo a 1593 da Indonésia 

(SINGER, 1977); 2297 do Sri Lanka (WICKREMESINGHE; MENDIS, 1980); 2362 da 

Nigéria (WEISER, 1984) e C3-41 da China (ZHANG et al., 1987), que são as principais 

cepas utilizadas para a produção industrial de biolarvicidas. Todas estas cepas que 

possuem alta atividade larvicida são produtoras de cristais contendo a protoxina 

Binária (Bin), que é o fator inseticida mais importante caracterizado até o presente. 
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 Outras classes de toxinas inseticidas produzidas por algumas cepas de L. 

sphaericus são: as toxinas mosquitocidas (Mtx), a toxina binária Cry48Aa/Cry49Aa, a 

sphaericolisina e a proteína S-layer. As toxinas Mtx são produzidas durante a fase 

vegetativa, e são classificadas em Mtx1, Mtx2, Mtx3 e Mtx4 (BERRY, 2012; 

THANABALU. et al., 1991; THANABALU; PORTER, 1996; WIRTH et al., 2014). Essas 

proteínas são degradadas por proteases durante a fase estacionária e não são 

detectadas em culturas esporuladas (THANABALU; PORTER, 1996). Apesar dessas 

toxinas apresentarem baixa toxicidade comparada à Bin, alguns estudos apontam que 

a combinação destas toxinas com outras toxinas de L. sphaericus apresentam ação 

em sinergia, oferecendo uma ferramenta para superar a resistência (WIRTH et al., 

2007, 2014). As sphaericolisinas são citolisinas de 53 kDa descobertas na cepa A3-2 

de L. sphaericus. Elas possuem um domínio N-terminal com uma forte atividade 

hemolítica, que ocasiona sua ação formadora de poros através das interações com o 

colesterol nas membranas, além do registro da sua ação no sistema nervoso dos 

insetos (NISHIWAKI et al., 2007). A sphaericolisina apresentou toxicidade quando 

injetada em Blatella germanica (Blattodea) e Spodoptera litura (Lepidoptera), e ela 

também já foi isolada a partir de um órgão digestivo do inseto Myrmeleon bore 

(NISHIWAKI et al., 2007), mas sua atividade em mosquitos ainda não foi determinada. 

As proteínas S-layer são produzidas nas fases vegetativa e de esporulação e vêm 

sendo envolvidas na patogenicidade de algumas cepas de L. sphaericus (ALLIEVI et 

al., 2011, 2014; LOZANO; AYALA; DUSSÁN, 2011). Essas proteínas estão 

associadas aos esporos de duas cepas do L. sphaericus (2362 e C7) e acredita-se 

que domínios de ligação hemolítica e de ligação à quitina presentes nessas proteínas 

possam contribuir para a sua atividade entomopatogênica (ALLIEVI et al., 2014). As 

duas protoxinas binárias produzidas por isolados de L. sphaericus sob a forma de 

cristais durante a esporulação, Bin e Cry48Aa/Cry49Aa, serão especificamente 

descritas abaixo. A toxina Bin ainda é a única utilizada como ingrediente ativo de 

produtos comerciais já disponíveis e a toxina Cry48Aa/Cry49Aa é bastante 

promissora, embora ainda não tenha sido alvo de desenvolvimento industrial. 
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2.4 TOXINA Cry48Aa/Cry49Aa 

 Esta é uma protoxina produzida como inclusões cristalinas durante a 

esporulação e foi identificada na cepa IAB59 de L. sphaericus. Esta protoxina, formada 

por duas subunidades denominadas Cry48Aa (135 kDa) e Cry49Aa (53 kDa), é 

também considerada binária, pois os componentes na sua forma individual não 

possuem atividade larvicida (JONES et al., 2007). Quando ambos os componentes 

estão presentes em concentração equimolar (JONES et al., 2007) a atividade é 

comparável àquela exibida pela toxina Bin. A proteína Cry48Aa está relacionada as 

toxinas Cry de Bacillus thuringiensis pois é membro da família Cry de três domínios 

(3-D), enquanto que a proteína Cry49Aa faz parte da família das toxinas binárias como 

a própria Bin e outras toxinas, como a Cry34A e Cry35A, produzidas por alguns 

isolados de B. thuringiensis (BERRY, 2012; KELKER et al., 2014). Como descrito, a 

toxina Cry48Aa/Cry49Aa apresenta alta atividade larvicida para Cx. quinquefasciatus, 

quando os componentes são administrados na sua forma purificada e em 

concentração equimolar. Contudo, a expressão da Cry48Aa nos isolados nativos já 

estudados é baixa e possivelmente instável (JONES et al., 2007). A expressão 

deficiente deste fator nas cepas nativas é um aspecto que dificulta o desenvolvimento 

de produtos comerciais contendo este ingrediente ativo.  

No entanto, a toxina Cry48Aa/Cry49Aa tem um atributo muito importante que é 

a sua ação contra larvas resistentes à toxina Bin de L. sphaericus, que são 

desprovidas de receptores Cqm1 (MELO et al., 2009), o que demonstra que esta 

toxina liga-se a receptores diferentes daqueles da toxina Bin. O mecanismo de ação 

desta toxina ainda não foi bem elucidado, mas sabe-se que a toxina Cry48Aa/Cry49Aa 

é solubilizada e processada no pH alcalino do intestino médio larval, então as 

subunidades da toxina ativa ligam-se entre si por interação intermolecular, formando 

o complexo Cry48Aa/Cry49Aa que então liga-se a receptores das células do epitélio 

intestinal (GUO et al., 2016). De acordo com os estudos realizados até agora, o 

espectro de ação é limitado para larvas de Culex (JONES et al., 2008). Já foi 

demonstrado que a toxina Cry48Aa/Cry49Aa interage especificamente com proteínas 

do microvilli intestinal de Cx. quinquefasciatus (GUO et al., 2016; REZENDE et al., 

2017), tais como fosfatases alcalinas, aminopeptidases, maltases e panteteinases 

(vanin-like proteins) (REZENDE et al., 2017). Deve ser destacado que o potencial 

envolvimento de proteínas panteteinases, ou vanin-like proteins, no modo de ação de 
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toxinas inseticidas produzidas por bactérias entomopatógenas nunca foi descrito, e 

são necessários mais estudos para sua identificação e caracterização funcional 

(REZENDE et al., 2017). 

 

2.5 TOXINA BINÁRIA (Bin) E MODO DE AÇÃO EM Cx. quinquefasciatus 

A protoxina Bin é uma proteína heterodimérica constituída pelas subunidades 

BinA e BinB (Figura 4), que são requeridas em quantidades equimolares para a 

obtenção da toxicidade máxima sendo, por isso, considerada uma toxina binária 

(CHARLES; NIELSEN-LEROUX; DELÉCLUSE, 1996; NICOLAS et al., 1993). Deve-

se destacar que a produção da toxina Bin nas cepas nativas é equimolar e em cristais 

de grande tamanho contendo uma considerável quantidade de protoxina. As duas 

proteínas compartilham regiões de identidade e parecem ter evoluído de um ancestral 

comum. Seus genes estão localizados no cromossomo bacteriano e as sequências 

das proteínas BinA e BinB alinhadas possuem 28% de identidade e 46% de 

similaridade (BAUMANN; BROADWELL; BAUMANN, 1988; CHARLES; NIELSON-

LEROUX; DELÉCLUSE, 1996; COLLETIER et al., 2016). Entre estas toxinas, algumas 

sequências de aminoácidos altamente conservadas são também as principais regiões 

hidrofóbicas, que estão frequentemente localizadas na porção interna da proteína e, 

assim, envolvidas na interação com a membrana celular (BAUMANN; BROADWELL; 

BAUMANN, 1988).  

Figura 4 – Estrutura tridimensional das subunidades BinA e BinB da toxina Binária de 
Lysinibacillus sphaericus, determinada por cristalografia. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Colletier et al. (2016). 
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A: estrutura das toxinas BinA e BinB, formadas por dois domínios: trefoil e de formação de poro. B: 
representação da superfície do dímero BinAB demonstrando que a exposição do sítio de interação se 
dá após modificação conformacional da toxina. 

Os dois componentes desta toxina tem funções distintas e complementares 

para o modo de ação da toxina Bin. A subunidade BinB (448 aminoácidos, 51 kDa) 

tem a função de reconhecer e ligar-se especificamente aos receptores no epitélio 

intestinal (CHARLES et al., 1997; NICOLAS et al., 1993) e esta interação é essencial 

para a ação da toxina Bin, como será descrito posteriormente (NIELSEN‐LEROUX; 

CHARLES, 1992). Esta ligação com o receptor se dá através da região N-terminal no 

segmento compreendido entre os resíduos 33-158, e alguns resíduos específicos 

(147-149-150) são críticos para esta ligação (ROMÃO; DE-MELO-NETO; SILVA-

FILHA, 2011; SINGKHAMANAN et al., 2010). A região C-terminal da subunidade BinB 

está envolvida na interação com a BinA e vários aminoácidos críticos para esta 

interação já foram identificados (BOONSERM et al., 2006; KALE et al., 2013; SILVA 

FILHA; BERRY; REGIS, 2014).  

A subunidade BinA (370 aminoácidos, 42 kDa), é responsável pela toxicidade 

para as células ( BAUMANN et al., 1991; LOZANO; DUSSÁN, 2013; ROMÃO; DE-

MELO-NETO; SILVA-FILHA, 2011), a qual ocorre mediante a internalização desta 

subunidade nas células do epitélio intestinal. Este processo, por sua vez, depende da 

interação de BinB com os receptores celulares e, estudos prévios mostram que após 

a etapa de ligação ocorre uma internalização do complexo destas subunidades 

(LEKAKARN; PROMDONKOY; BOONSERM, 2015; OPOTA et al., 2011). O 

mecanismo de ação intracelular da subunidade BinA ainda não foi completamente 

elucidado, mas a capacidade da BinA e BinB de formarem poros na membrana celular, 

demonstrada anteriormente, pode possibilitar a internalização destas subunidades 

nas células (COLLETIER et al., 2016; SCHWARTZ et al., 2001; SHARMA; KUMAR; 

KUMAR, 2020).  

Estudos in vitro demonstraram que as subunidades BinA e BinB são 

monoméricas e que, quando ativadas, podem formar um heterodímero e é, 

provavelmente, sob esta forma que a toxina interage com o receptor no epitélio 

intestinal (SURYA et al., 2016). Essa estrutura heterodimérica BinAB, aponta que uma 

modificação conformacional expõe a região de interação com o receptor (COLLETIER 

et al., 2016).  
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A protoxina Bin de L. sphaericus tem ação larvicida via oral, portanto, os produtos 

contendo seus cristais como princípio ativo são aplicados na superfície aquática dos 

criadouros, a fim de serem ingeridos pelas larvas de culicídeos. Estas se alimentam 

das partículas em suspensão através de filtração. Os cristais ingeridos pelas larvas 

são solubilizados em pH intestinal alcalino (10), liberando as protoxinas no lúmen do 

intestino. Em seguida ocorre o processamento das protoxinas em toxinas ativas onde 

os polipeptídeos de 42 kDa (BinA) e 51 kDa (BinB) são clivados por serina-proteases 

em peptídeos de 39 e 43 kDa respectivamente (BAUMANN, P. et al., 1985; 

BROADWELL; BAUMANN, 1987). A próxima etapa do modo de ação da toxina Bin é 

a interação das toxinas ativas com receptores específicos no epitélio intestinal das 

larvas suscetíveis que é essencial para a ação larvicida. Como descrito no tópico 

anterior, as proteínas BinA e BinB estão sob a forma monomérica como protoxinas e 

após a sua ativação elas são combinadas, formando um dímero. Provavelmente, é 

sob esta forma que a toxina Bin interage com seu receptor nativo. Entretanto, para a 

sua ação nas células, estas toxinas não necessitam formar oligômeros, tal como já foi 

demonstrado para as toxinas Cry (HIRE et al., 2014). Esta etapa de ligação entre a 

toxina ativa e o receptor é decisiva para a ação da toxina nas larvas (NIELSEN‐

LEROUX; CHARLES, 1992) pois desencadeiam alterações citopatológicas no epitélio 

intestinal e a subsequente morte das larvas. As principais alterações celulares 

observadas são a destruição de microvilosidades, vacuolização citoplasmática, 

intumescimento das mitocôndrias, danos nas cristas mitocondriais e alterações do 

retículo endoplasmático rugoso (CHARLES, 1987; MELO et al., 2008; SINGH; GILL, 

1988).  

Um estudo detalhado da ação da toxina Bin em células de mamíferos 

expressando o receptor Cqm1 apontou que a toxina Bin induz a autofagia, formando 

vacúolos citoplasmáticos e formação de células apoptóticas como uma resposta à 

intoxicação (OPOTA et al., 2011). Outro estudo apontou que a morte celular mediada 

pela toxina Bin pode ser causada pela ativação da via intrínseca da apoptose que 

resulta de danos mitocondriais causados pela toxina, e estas são de fato umas das 

principais organelas alvo da toxina na células do epitélio intestinal 

(TANGSONGCHAROEN et al., 2015). É importante considerar que a ação da toxina 

Bin pode levar à ativação destes mecanismos simultaneamente. Um aspecto comum, 

demonstrado por diferentes estudos, é que a toxicidade depende da internalização da 
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subunidade BinA. A internalização é dependente da ligação de BinA à subunidade 

BinB, da ligação deste complexo ao receptor de membrana via BinB e da sua posterior 

translocação para a célula (LEKAKARN; PROMDONKOY; BOONSERM, 2015; 

NASCIMENTO et al., 2020). Recentemente um estudo mostrou que a internalização 

de BinA nas células do epitélio também pode ocorrer através de sinergia com a toxina 

Cyt1Aa do Bti (NASCIMENTO et al., 2020). Larvas de Cx. quinquefasciatus 

resistentes à toxina Bin desprovidas de receptores, quando tratadas com uma mistura 

das toxinas BinA e Cyt1Aa apresentam mortalidade. Neste estudo foi demonstrado 

que a subunidade BinA foi internalizada nas células graças à sinergia da toxina Cyt1A, 

possivelmente devido à capacidade da Cyt1A de formar poros. Outro trabalho mostrou 

que uma proteína quimérica recombinante formada pela subunidade BinA e a toxina 

Cyt1Aa apresentou ação para larvas de Cx. quinquefasciatus suscetíveis e resistentes 

à Bin e de Ae. aegypti reforçando, portanto, que o acesso da subunidade BinA ao 

citoplasma é suficiente para causar mortalidade larval (BIDESHI et al., 2017). Juntos, 

estes resultados comprovam que a entrada da BinA nas células, por algum destes 

mecanismos, é fundamental para a toxicidade. As principais etapas do modo de ação 

da toxina Bin em larvas de Cx. quinquefasciatus suscetíveis podem ser visualizadas 

na figura 5. 

Figura 5 – Principais etapas do Modo de ação da toxina Binária presente nos cristais de 
Lysinibacillus sphaericus em larvas de Culex quinquefasciatus. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: a autora 

 
Nota: Após a ingestão (A), o cristal é solubilizado no pH alcalino intestinal da larva, a protoxina Bin é 
liberada no lúmen (B) e processada até a forma de toxina ativa (C). Esta interage com receptores 
específicos (D) presentes na membrana apical do epitélio intestinal e desencadeia os efeitos 
citopatológicos (E), culminando com a morte da larva. 
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2.6  RECEPTORES DA TOXINA Bin 

O mecanismo de ação da toxina Bin em larvas suscetíveis é altamente específico 

e depende de sua ligação a receptores no epitélio intestinal das larvas. Os receptores 

da toxina Bin para Culex pipiens, Cx. quinquefasciatus e Anopheles gambiae são α-

glicosidases (EC 3.2.1.20) ortológas com cerca de 66 kDa, ligados a membrana 

epitelial das células do intestino através de uma âncora glicosilfosfatidilinositol (GPI) 

(SILVA-FILHA; BERRY; REGIS, 2014). A primeira sequência descrita foi do gene 

cpm1 de Cx. pipiens e este gene codifica uma proteína Cpm1, ‘Culex pipens maltase 

1’ que apresenta três sítios preditos de N-glicosilação e aminoácidos que sinalizam 

uma sequência sinal e a inserção de uma âncora GPI (DARBOUX et al., 2001). Em 

Cx. quinquefasciatus, o receptor da toxina Bin é denominado Culex quinquefasciatus 

maltase 1 (Cqm1/Figura 6). Esta proteína é codificada pelo gene cqm1 cuja fase 

aberta de leitura possui 1743 pares de bases (pb) e a proteína resultante tem 580 

aminoácidos e peso molecular predito de 66 kDa (ROMÃO et al., 2006). É importante 

ressaltar que apesar dos sítios de N-glicosilaçao preditos, a avaliação da proteína 

Cqm1 nativa não apresentou esta caraterística (NASCIMENTO et al., 2017). A 

sequência da Cqm1 apresenta ainda quatro domínios conservados característicos das 

α-glicosidases da família GH13 (GABRIŠKO, 2013). Em Anopheles gambie, os 

receptores já caracterizados foram denominados ‘An. gambiae maltase 3’, Agm3 

(OPOTA et al., 2008). A proteína Cpm1 receptor compartilha uma identidade de 97% 

com Cqm1 e 66% com Agm3 (OPOTA et al., 2008; ROMÃO et al., 2006; SILVA FILHA; 

BERRY; REGIS, 2014). Em Aedes aegypti as larvas conseguem processar a protoxina 

em toxina e possuem uma α-glicosidase Aam1 que é ortóloga a Cpm1/Cqm1 com 

74% de identidade. Entretanto as larvas de Ae. aegypt são naturalmente refratárias a 

L. sphaericus pois, a proteína Aam1 apesar da alta identidade com a proteína Cqm1, 

não tem a capacidade de se ligar a toxina Bin (FERREIRA et al., 2010, 2014; 

NIELSEN‐LEROUX; CHARLES, 1992).  
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Figura 6 – Estrutura do monômero da proteína Cqm1 evidenciando os três domínios. 

 

Fonte: SHARMA; KUMAR (2019) 
 
Nota: O domínio A é constituído por duas alças (alça-1; verde) e (alça-2; rosa). Domínio B descontínuo 
com dobra em barril (azul claro). O terminal C adota uma dobra em sanduíche β e constituem o domínio 
C do monômero (laranja). Os cinco íons metálicos ligados a um monômero são mostrados em esferas. 

A expressão das proteínas Cpm1/Cqm1 ligadas à membrana celular é uma 

característica imprescindível para a atividade da toxina Bin nas larvas (DARBOUX et 

al., 2002; FERREIRA et al., 2010; SILVA-FILHA; NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 

1999). Falhas na ligação entre a toxina Bin e o receptor podem ocorrer devido a 

mutações que impedem a expressão de proteínas ligadas ao epitélio via âncora GPI. 

Assim, a ausência de receptores localizados no epitélio provoca altos níveis 

resistência como será discutido no tópico 2.7 (NIELSEN-LEROUX et al., 1995; 

NIELSEN‐LEROUX; CHARLES, 1992; OLIVEIRA et al., 2004; PEI et al., 2002; SILVA 

FILHA; BERRY; REGIS, 2014). A estrutura da proteína Cqm1 foi inicialmente predita 

através de uma modelagem que apontou uma estrutura secundária formada por doze 

α-hélices e o mesmo número de folhas β (FERREIRA et al., 2014). Análises funcionais 

mostraram que a região N-terminal da Cqm1, entre os resíduos S129 e A312, é 

responsável pela sua interação com a toxina Bin e o motivo 155PATGG160, localizado 

em uma região de alça em sua estrutura predita, é necessário para que ocorra esta 

ligação (FERREIRA et al., 2014). Posteriormente, Sharma et al. (2018) apresentou a 

estrutura da Cqm1 desvendada por cristalografia em raios-X que revelou uma 
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estrutura de três domínios, resíduos de ligação ao Ca+2 conservados e diferentes 

regiões de alça, e foi demonstrado que o Ca+2 proporciona estabilidade estrutural para 

a proteína Cqm1 (SHARMA et al., 2018). A presença de aminoácidos da tríade 

catalítica e dos resíduos conservados da família GH13 das α-glicosidases também 

foram demonstradas neste estudo. 

 

2.7  RESISTÊNCIA A L. sphaericus 

Atualmente a resistência é considerada um dos maiores obstáculos para a eficácia 

de larvicidas ou adulticidas usados em programas de controle. Geralmente, em 

populações que não são expostas à inseticidas, a frequência de alelos que conferem 

resistência é baixa. Consequentemente, a utilização contínua de inseticidas, sem 

estratégias de manejo, pode levar à seleção destes alelos e, consequentemente, ao 

aparecimento de mosquitos resistentes (FFRENCH-CONSTANT, 2007; TABASHNIK 

et al., 2008). Os alelos podem conferir a resistência através de diferentes mecanismos 

capazes de reduzir o efeito dos compostos inseticidas e os principais são: alteração 

no sítio-alvo, detoxificação metabólica, alteração comportamental e redução da 

penetração na cutícula. Os mecanismos de alteração no sítio-alvo e detoxificação 

metabólica são os mais frequentes e, portanto, aqueles mais bem investigados e 

caracterizados do ponto de vista molecular.  

O mecanismo de modificação de sítio-alvo reduz a capacidade de interação da 

molécula do inseticida com o seu alvo, ou receptores específicos, provocando uma 

grande perda do efeito da toxicidade (BROGDON; MCALLISTER, 1998; LOPES; 

LIMA; MARTINS, 2019). A alteração na molécula que atua como receptor, ou o sítio-

alvo de ligação do inseticida, resulta de mutações nos genes que codificam estas 

proteínas e um repertório de mutações ligadas à resistência a inseticidas químicos 

pode ser encontrado no site: https://irac-online.org. O trabalho de DU (2013) 

demonstrou diretamente o efeito de tais mutações e falhas de ligação. Este estudo 

mostrou que cinco mutações específicas na proteína do canal de sódio, que é o 

receptor, reduzem significativamente a capacidade de ligação do piretróide. A 

resistência através de detoxificação metabólica de inseticidas químicos é um 

fenômeno bastante documentado para insetos de diferentes ordens (HEMINGWAY, 

2000; LI; SCHULER; BERENBAUM, 2007; LIU, 2015). Este mecanismo ocorre pela 
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ação de enzimas que são capazes de metabolizar, modificar ou degradar as 

moléculas dos xenobióticos antes de alcançarem seu alvo (MINETTI; INGHAM; 

RANSON, 2019). O processo de detoxificação nos insetos através de reações de 

biotransformação possuem três fases, nas quais as enzimas detoxificadoras fazem 

parte: fase I de modificação química, fase II de conjugação e fase III de excreção. As 

monooxidases de função mista (MFOs) e esterases (EST) atuam na fase I e as 

glutationas–S-transferases (GSTs) na Fase II (FROVA, 2006; HAYES; FLANAGAN; 

JOWSEY, 2005).  

Em relação à resistência de colônias ou populações de Culex pipiens e Culex 

quinquefascistus a L. sphaericus, oito dentre dez casos avaliados mostram a perda 

do sítio alvo (sete casos) ou a uma alteração no sítio alvo (um caso), como mecanismo 

responsável pela refratariedade (Quadro 1). Estes estudos demonstraram que alelos 

dos genes cpm1 e cqm1 com determinadas mutações codificam proteínas truncadas 

e ausentes do epitélio intestinal, ou ainda modificadas em regiões críticas o que 

confere um elevado nível de resistência à toxina Bin, como descrito abaixo. A 

resistência foi detectada em populações submetidas a intensos tratamentos com 

larvicidas à base de L. sphaericus ou selecionadas em laboratório. O primeiro caso foi 

relatado em populações de C. pipiens do sul da França expostas ao L. sphaericus e 

que exibiram altos níveis de resistência (CHEVILLON et al., 2001; SINÈGRE et al., 

1994). Há ainda relatos de populações resistentes na Índia (RAO et al., 1995), China 

(YUAN et al., 2000), Tunísia (NIELSEN-LEROUX et al., 2002), Tailândia (MULLA et 

al., 2003) e EUA (SU et al., 2018, 2019). A resistência também foi obtida através de 

seleção artificial de colônias em laboratório, o que também comprovou que altos níveis 

de resistência à toxina Bin poderiam ser atingidos (CHALEGRE et al., 2012; 2015; 

GUO et al., 2013; PEI et al., 2002; ROMÃO et al, 2006; WIRTH et al., 2000). 

Dentre os casos de resistência investigados, o principal mecanismo de resistência 

descrito é a ausência de receptores (NIELSEN-LEROUX et al., 2002). Há apenas duas 

populações de Culex pipiens (SPHAE e TUNIS) resistentes a L. sphaericus que 

apresentam receptores Cpm1 funcionais, indicando mecanismos de resistência ainda 

desconhecidos (NIELSEN-LEROUX et al., 1997; 2002). Em relação ao mecanismo de 

perda de sítio alvo que prevalece nos estudos já realizados, foram identificados sete 

alelos de resistência com mutações que levam à produção de proteínas truncadas e 

desprovidas de âncora GPI (DARBOUX et al., 2002, 2007; GUO et al., 2013; 
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CHALEGRE et al., 2012; ROMÃO et al., 2006). Portanto, se produzidas, estas 

proteínas não estão localizadas na membrana apical das células no epitélio intestinal 

e a toxina Bin não consegue assim interagir com estas células alvo.  

Alguns casos de resistência devido à ausência do receptor no epitélio pela perda 

de âncora GPI e os mecanismos já foram caracterizados. O primeiro relato foi para a 

colônia GEO de Cx. pipiens, a primeira a ser selecionada com L. sphaericus 2362 em 

laboratório. Nela foi identificado o alelo cpm1GEO, caracterizado por uma mutação 

pontual na posição T1706A que gera um códon prematuro de terminação da tradução, 

e leva à expressão de uma proteína de 568 aminoácidos, desprovida de âncora GPI 

(DARBOUX et al., 2002). Já a resistência da colônia CqRL/C3-41da China, está 

associada ao alelo cqm1R, caracterizado pela deleção de uma citosina na posição 

445, que gera um códon de parada na posição 582, e produz uma proteína truncada 

composta de 194 resíduos (GUO et al., 2013). No caso de uma população de Cx. 

pipiens da França, dois alelos de resistência denominados cpm1BP e cpm1BP–del foram 

detectados (DARBOUX et al., 2007). O alelo cpm1BP possui uma mutação “nonsense” 

(G396Stop) que leva à formação de um códon de parada prematuro e síntese de uma 

proteína truncada com 395 aminoácidos e sem a âncora GPI (DARBOUX et al., 2007). 

O outro alelo, denominado cpm1BP-del, codifica uma proteína ligada à membrana por 

uma âncora GPI, no entanto, a mutação é responsável por uma deleção de 66 

aminoácidos e esta proteína é incapaz de ligar-se à toxina, provavelmente devido à 

perda do sítio de ligação propriamente dito ou do sítio conformacional necessário para 

a ligação com a toxina (DARBOUX et al., 2007).  

No Brasil, especificamente em Recife, quatro alelos de resistência foram 

identificados em Cx. quinquefasciatus, sendo dois em indivíduos de uma colônia 

resistente (R2362) selecionada em laboratório e dois detectados em indivíduos 

coletados em populações de campo. Os alelos denominados cqm1REC e cqm1REC-2, 

foram caracterizados na colônia R2362, que possui um alto nível de resistência à 

toxina Bin (OLIVEIRA et al., 2004; PEI et al., 2002). O alelo cqm1REC é caracterizado 

por uma deleção de 19 nucleotídeos (posição 1225-1243), que causa um stop códon 

prematuro (posição 443), codificando uma proteína truncada sem âncora GPI 

(CHALEGRE et al., 2009; ROMÃO et al., 2006). O alelo cqm1REC-2 também confere 

resistência em larvas desta colônia, e possui uma mutação pontual G1292A que gera 

um códon de parada de tradução prematuro (posição 431) e, a exemplo do alelo 
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cqm1REC, também codifica uma proteína truncada (CHALEGRE et al., 2015). Apesar 

de terem sido identificados em uma colônia de laboratório, estes alelos já foram 

encontrados em campo no Recife, em populações tratadas e não tratadas, com 

frequência da ordem de 10-3 (cqm1REC) e 10-4 (cqm1REC-2) (CHALEGRE et al., 2012; 

MENEZES et al., 2016). Os alelos cqm1REC-D16 e cqm1REC-D25, foram identificados em 

larvas de populações de campo cujo gene cqm1 foi sequenciado e apresentou 

deleções de 16 e 25 nucleotídeos. Estas mutações provocam a formação de um códon 

de parada prematuro e, portanto, também irão gerar proteínas desprovidas de âncora 

GPI. Nos casos de resistência associados a alelos do gene cqm1 foi demonstrado que 

a herança é recessiva, ou seja, apenas larvas homozigotas para um determinado alelo 

exibem o fenótipo resistente. A quantificação relativa de expressão gênica mostrou 

que os transcritos para os alelos cqm1REC e cqm1REC-2 possuíam níveis baixos, em 

média 20 e 100 vezes menores, em relação ao alelo cqm1, respectivamente 

(CHALEGRE et al., 2015). Ensaios de imunodetecção e de atividade enzimática 

mostra que a proteína Cqm1 não é expressa de forma detectável nas larvas 

homozigotas para os alelos de resistência, ou seja, elas são desprovidas de 

expressão desta molécula (AMORIM et al., 2010; CHALEGRE et al., 2015; ROMÃO 

et al., 2006).  

O fenótipo de resistência aos inseticidas geralmente está relacionado a um custo 

biológico. Estudos deste custo são importantes para compreender o surgimento, 

aumento, distribuição e sucesso adaptativo dos alelos de resistência (ORR, 2009). Em 

insetos resistentes a inseticidas, os principais parâmetros biológicos afetados são 

sobrevivência, tempo de desenvolvimento e massa corpórea, além de outros fatores. 

O custo biológico da resistência à toxina Bin ainda vem sendo investigado e, dados 

obtidos até o presente, não indicam que este fenótipo está associado a uma elevada 

redução de desempenho. Os estudos de uma colônia de Cx. quinquefasciatus 

resistente a L. sphaericus (RIAB59), não mostraram redução significativa de 

fecundidade, fertilidade e peso pupal comparada à uma colônia suscetível (AMORIM 

et al., 2007, 2010). Em uma colônia contendo uma alta frequência de indivíduos 

resistentes mantida sem pressão de seleção, a frequência do alelo cqm1REC foi 

mantida estável após 11 gerações, e sugere que este alelo não está associado a um 

alto custo biológico (AMORIM et al., 2010). 
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O desempenho de alguns parâmetros biológicos de colônias resistentes REC 

e REC-2, homozigotas para os alelos cqm1REC e cqm1REC-2 respectivamente, foi 

comparado à uma colônia suscetível. A colônia REC teve fecundidade e fertilidade 

reduzida comparada às outras colônias, o que não foi verificado para a colônia REC-

2 que teve fecundidade, fertilidade, longevidade e tempo de desenvolvimento 

equivalentes ou superiores à colônia suscetível. Estes dados indicam que o alelo 

cqm1REC pode estar associado a um baixo custo biológico (MELO, 2013). Além disso, 

um estudo mais recente, avaliando a competição de indivíduos homozigotos para 

estes alelos mostrou que o alelo cqm1REC foi preferencialmente selecionado num 

processo de tratamentos por 20 gerações sob condições de criação ótimas, enquanto 

que larvas homozigotas para o cqm1REC-2 tem uma maior capacidade de sobrevivência 

frente a baixa disponibilidade de alimento e alta densidade larval (MENEZES et al., 

2021). O surgimento de populações resistentes à toxina Bin é uma ameaça a eficiência 

dos larvicidas a base de L. sphaericus e demostra a necessidade de compreender os 

mecanismos que levam à resistência. 
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Quadro 1 - Colônias de Culex sp. selecionadas sob condições de laboratório (Lab) ou populações de campo expostas ao tratamento com 
Lysinibacillus sphaericus que apresentaram alterações na susceptibilidade a este agente, e respectivos alelos de resistência já caracterizados 
em algumas amostras.  

País Origem 
Colônia/ 
população 

Alelo r 
RR3 Herança4 Ligação 

 ao 
receptor 

Referência 

Brasil Campo Coque2 ND ~10 ND Sim SILVA-FILHA et al., 1995 

Brasil Campo Recife 
cqm1REC-D16 / 
cqm1REC-D25 

3-6 ND Não 
CHALEGRE et al., 2012 

França Campo SPHAE1 ND >20.000 R/S Sim NIELSEN-LEROUX et al., 1997;2002 

França Campo BP1 
cpm1BP cpm1BP-
del 

>10.000 R/S Não NIELSEN-LEROUX et al., 2002; DARBOUX et al., 2007; 
CHEVILLON et al., 2001 

Índia Campo Kochi2 ND 146-180  ND Não RAO et al., 1995 

China Campo RFCq12 ND >20.000 ND ND YUAN et al., 2000 

Tunísia Campo TUNIS1 ND ~750 R/S Sim NIELSEN-LEROUX et al., 2002 

Tailândia Campo Wat Pikul1 ND >125.000 ND ND MULLA et al., 2003 

EUA Lab GEO1 cpm1GEO >100.000 R/A Não DARBOUX et al., 2002; WIRTH et al., 2000 

EUA Lab L-SEL ND 37 ND ND RODSHAROEN; MULLA, 1994 

Brasil Lab R23622 cqm1REC >100.000 R/A Não PEI et al., 2002; ROMÃO et al., 2006;  

Brasil Lab RIAB592 cqm1REC  ~40.000 R/A Não AMORIM et al., 2007; PEI et al., 2002 

Brasil Lab REC cqm1REC > 3425 R/A Não CHALEGRE et al., 2015; MENEZES et al., 2021 

Brasil Lab REC-2 cqm1REC-2 > 3475 R/A Não CHALEGRE et al., 2015; MENEZES et al., 2021 

China Lab RLCq2/IAB592 cqm1REC  >100.000 R/A Não PEI et al., 2002 

China Lab RLCq1/C3-412 cqm1R >100.000 R/A Não PEI et al., 2002; GUO et al., 2013 

Fonte: Traduzido de Silva-filha et al. (2021) 
Nota: 1Cx. pipiens. 2Cx. quinquefasciatus. 3RR= Razão de resistência. 4Herança da resistência: R/A=recessiva/autossomal; R/S = recessiva e ligada ao sexo. 
ND=não determinado
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2.8  COLÔNIAS DE Cx quinquefasciatus RESISTENTES A TOXINA Bin DO IAM-

FIOCRUZ 

Conforme descrito anteriormente, os estudos desenvolvidos pelo nosso grupo 

levaram à seleção de colônias selecionadas com L. sphaericus. A primeira colônia 

denominada R2362 foi fundada a partir de ovos e larvas coletadas em bairros do 

Recife e foi selecionado com L. sphaericus 2362 em laboratório. A colônia atingiu um 

alto nível de resistência, superior a 100.000 vezes comparada à colônia suscetível 

(PEI et al., 2002). A resistência desta colônia é devido à ausência da expressão do 

receptor Cqm1 no epitélio intestinal, que é o sítio-alvo da toxina Bin (OLIVEIRA et al., 

2004). A caracterização molecular da colônia R2362, mostrou o genótipo homozigoto 

para o alelo cqm1REC (ROMÃO et al., 2006). Uma avaliação posterior demonstrou a 

presença de outro alelo de resistência denominado cqm1REC-2 (CHALEGRE et al., 

2015). Ambos os alelos levam à falha de expressão do receptor Cqm1 no epitélio 

intestinal (CHALEGRE et al., 2015). Após a caracterização destes alelos, duas 

subcolônias denominadas REC e REC-2, formadas por indivíduos homozigotos para 

os alelos cqm1REC e o cqm1REC-2, respectivamente, foram fundadas. Estas colônias 

vêm sendo mantidas no insetário do IAM há mais de 100 gerações sob condições 

controladas. 

  Outra colônia de Cx. quinquefasciatus denominada RIAB59 foi selecionada 

com L. sphaericus cepa IAB59 que produz cristais da toxina Bin e cristais da toxina 

Cry48Aa/Cry49Aa (JONES et al., 2007; PEI et al., 2002). O mais alto nível de 

resistência à toxina Bin, com uma razão de 40.000 vezes, foi detectado apenas na 

geração 72 (AMORIM et al., 2007), que está associada ao alelo cqm1REC (AMORIM 

et al., 2010). Esta colônia tem sido mantida sob condições de laboratório há mais de 

240 gerações e uma avaliação da resistência mostrou um nível apenas moderado de 

resistência à toxina Cry48Aa/Cry49Aa (RR= 15 vezes) (REZENDE et al., 2017). O 

mecanismo de resistência específico para a toxina Cry48Aa/Cry49Aa ainda é 

desconhecido e, por isso, esta colônia é alvo de nossos estudos visto que ela tem 

importância estratégica para produção de informações valiosas sobre o modo de ação 

das toxinas Bin e Cry48Aa/Cry49Aa. 
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2.9  TRANSCRIPTOMA DE COLÔNIAS DE Cx quinquefasciatus resistentes 

Estudos do transcriptoma comparativos de larvas resistentes e suscetíveis à 

inseticidas têm sido realizados no sentido de obter uma visão mais ampla de genes e 

vias que se relacionam, direta ou indiretamente, com o status de resistência. O 

transcriptoma do intestino de larvas de Cx. quinquefasciatus da colônia RIAB59 versus 

larvas de uma colônia suscetível (REZENDE et al., 2019), mostrou que as larvas 

resistentes possuem um destacado perfil de expressão gênica diferencial, cujos genes 

com maior destaque em termos de redução de transcritos denotados pelo valor de 

Log2 Foldchange (LFC) e nível de significância (valor de p) estão apresentados no 

quadro 2. Neste estudo, foi observado que o gene cqm1, que é um marcador interno 

da resistência teve baixa expressão com alta significância (LFC= 4.65) o que 

corroborou o fenótipo de resistência. Com destaque ainda maior, foi observada a 

baixíssima detecção de transcritos de panteteinases (LFC= 7). Estudos prévios 

mostraram que a mesma panteteinase foi detectada em microvilli intestinal de larvas 

de Cx. quinquefasciatus, como um ligante e, portanto, candidata a receptor da toxina 

Cry48Aa/Cry49Aa (REZENDE et al., 2017), porém seu papel neste processo resta a 

ser desvendado. Mais informações sobre a panteteinases estão disponíveis na seção 

2.10.  

O segundo grupo de destaque do perfil de baixa expressão foram genes 

relacionados ao metabolismo de lipídios. Alguns desses genes de metabolismo de 

lipídios podem estar envolvidos em processos de antioxidação e anti-apoptose, 

homeostase celular e também resposta ao estresse (FLOWER, 1994; GURCEL et al., 

2006). Um estudo prévio de nosso grupo, que mostrou um acúmulo de inclusões 

lipídicas em células do epitélio intestinal de larvas resistentes à toxina Bin, corrobora 

com a correlação entre resistência e alterações no metabolismo de lipídios destas 

larvas (MELO et al., 2008). Ainda no perfil de baixa expressão, foram encontrados 

genes do processo intrínseco de apoptose, o qual é induzido pela ação das toxinas 

Bin e Cry (PORTUGAL et al., 2017; TANGSONGCHAROEN et al., 2015). Já no perfil 

de super expressão destacaram-se genes envolvidos no metabolismo de DNA 

(reparo, recombinação), genes de proteases ligadas diretamente a digestão e 

resposta imune, e de enzimas detoxificadoras.  
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O transcriptoma realizado nas colônias resistentes a L. sphaericus REC e REC-2, 

com alta resistência à toxina Bin, também demonstrou a significativa sub expressão 

do transcrito do gene cqm1 e novamente as panteteinases/vanin-like proteins tiveram 

o maior nível de repressão, inclusive mais acentuado do que o próprio receptor Cqm1 

(MENEZES et al., em preparação). O segundo achado mais expressivo foi a 

transcrição de genes de metabolismo de carboidratos e detoxificação metabólica. 

Assim, as panteteinases mostram um padrão significativo de repressão em todos os 

transcriptomas de larvas resistentes realizadas pelo grupo. Diferente de várias 

enzimas de destaque cuja função é conhecida e possibilita a sua avaliação do fenótipo 

ligado a elas, a panteteinase é uma molécula praticamente sem registros de 

identificação e caracterização em insetos. Portanto, um breve referencial teórico sobre 

estas moléculas está apresentado na seção 2.10.  

Quadro 2 – Exemplos de genes diferencialmente expressos em intestinos de larvas de Culex 
quinquefasciatus resistentes a Lysinibacillus sphaericus cepa RIAB59 comparados às larvas 
suscetíveis, com destaque para as panteteinases (sublinhado).  

Gene_id Descrição                               Log2 Foldchange p value 

Sub expressos 

Ligantes de toxinas 
CPIJ013173 Neutral & basic aminoacid transport protein rBAT 4.65 9.14E-304 

Panteteinases    

CPIJ017593 Pantetheinase precursor  7.13 1.51E-49 

CPIJ017592 Vanin-like protein 1 precursor, putative 6.14 1.06E-31 

    

Metabolismo de lipídios   

CPIJ001035 Lipase member H 5.43 7.13E-43 

CPIJ002726 Lipase 3 precursor 3.52 4.08E-16 

CPIJ004230 Lipase 2.94 4.22E-68 

CPIJ015726 Apolipoprotein D putative 4.10 1.76E-11 

CPIJ015727 Apolipoprotein D putative 3.34 7.18E-09 

    

Apoptose 

CPIJ008888 p53 and DNA damage-regulated 1 3.36 1.15E-28 

CPIJ004873 RING finger and SPRY domain-containing 1 2.77 6.64E-15 

CPIJ019024 Cytochrome c 2.23 2.20E-94 

CPIJ012580 Caspase-3 precursor  2.05 1.41E-12 

Super expressos 

Metabolismo DNA  

CPIJ019303 Transcription termination factor 2 3.45 2.06E-08 

CPIJ015649 DNA-binding protein smubp-2 putative 3.38 4.23E-08 
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Quadro 2 – Genes diferencialmente expressos em intestinos de larvas de Culex 

quinquefasciatus resistentes a Lysinibacillus sphaericus cepa RIAB59 comparados às larvas 

suscetíveis. (Continuação) 

CPIJ010133 Structural maintenance of chromosomes smc2 3.18 1.81E-08 

CPIJ005091 DNA replication licensing factor MCM8 2.66 4.77E-08 

Proteases 

CPIJ011720 Dipeptidyl-peptidase 3.18 3.49E-07 

CPIJ009147 Serine/threonine-protein kinase chk2 2.52 4.86E-05 

CPIJ008523 Serine-type endopeptidase, putative 2.21 1.55E-04 

CPIJ013616 Trypsin 5 precursor 2.17 1.61E-04 

CPIJ017371 Phd finger protein 2.00 2.71E-06 

CPIJ007754 Rac serine/threonine kinase (AKT) a 1.35 7.43E-04 

Enzimas detoxificadoras 

CPIJ006721 CYP4H37: cytochrome P450 4H37 2.19 4.38E-49 

CPIJ019765 CYP9M14: cytochrome P450 9M14 2.18 2.85E-05 

CPIJ002663 Glutathione S-transferase 1-1 1.36 1.58E-20 

CPIJ018632 Glutathione-s-transferase theta, gst 1.29 2.32E-11 

Fonte: a autora 

2.10 PANTETEINASE 

Transcritos de panteteinases ou vanin-like proteins tiveram a maior repressão no 

transcriptoma de larvas de Cx. quinquefasciatus resistente RIAB59 (Quadro 2). 

Estudos sobre estas proteínas são escassos em mosquitos e a literatura disponível é 

sobretudo baseada em panteteinases de humanos e camundongos. A função primária 

destas enzimas é converter a panteteína em ácido pantotênico ou vitamina B5, que é 

um importante cofator na produção e degradação de lipídios (KASKOW et al., 2012). 

Esta proteína também pode estar envolvida em alguns processos como homeostase, 

imunidade e metabolismo de lipídios (FERREIRA; NAQUET; MANAUTOU, 2015). No 

entanto, a destacada repressão de dois genes codificadores de panteteinases nestes 

indivíduos leva a hipotetizar o seu envolvimento no modo de ação da toxina Bin e, 

portanto, no mecanismo de resistência. Alternativamente, este gene pode ter sido co-

selecionado e sem nenhum envolvimento direto com a ação da toxina Bin nas larvas. 

Portanto, estas moléculas necessitam ser avaliadas para a compreensão do perfil 

diferencial exibido pelos insetos resistentes. 

Em humanos, dois principais genes denominados vnn1 e vnn2, codificam as 

panteteinases. Como citado anteriormente, as panteteinases humanas são bem 

estudadas pois estão envolvidas em processos fisiológicos e patológicos relevantes 



44 
 

(BARTUCCI et al., 2019; GALLAND et al., 1998; MARTIN et al., 2001). A VNN1 é 

expressa como proteína de membrana em altas concentrações em células do fígado, 

rim, pulmão, trato gastrointestinal, baço, sangue e pele (YAMASHITA et al., 2017). A 

VNN2 também é expressa nestes órgãos, porém com maior concentração em 

neutrófilos no sangue, provavelmente devido à sua relação com a regulação de 

aderência e migração destas células (BARTUCCI et al., 2019; NITTO; ONODERA, 

2013). A VNN1 em humanos possui um peso molecular aparente de 70 kDa, o que 

difere do peso predito (57 kDa) (AURRAND-LIONS et al., 1996). Esta diferença 

ocorreu devido a modificações pós-traducionais, no qual houve adição de N-

glicosídeos (KASKOW et al., 2012; RUAN et al., 2010; SUZUKI et al., 1999).  

Há 648 genes codificantes de panteteinases, de acordo com o NCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/gene acessado em 02/2023), sendo 457 desses genes 

distribuídos entre vertebrados, com 204 desses em mamíferos. Em artrópodes, 44 

genes que codificam panteteinases foram descritos, e já foram detectados em 

Drosophila melanogaster, Bombyx mori, Spodoptera frugiperda, Ostrinia nubilalis e 

Mamestra configurata. Dos genes descritos em mosquitos, 19 foram encontrados em 

Anopheles spp., 8 em Culex quinquefasciatus, 7 em Aedes albopictus e 2 em Aedes 

aegypti. Na maior parte destes estudos, as panteteinases ou vanin-like proteins foram 

identificadas a partir de análises proteômicas e transcriptômicas. Em um estudo, a 

expressão diferencial de potenciais panteteinases foi encontrada em larvas de Ostrinia 

nubilalis suscetíveis que foram tratadas com a toxina Cry1Ab de Bacillus thuringiensis 

(YAO et al., 2014), bem como em larvas resistentes a esta toxina (YAO et al., 2017). 

Em uma análise proteômica de Bombyx mori, uma Vanin like protein foi observada em 

células da glândula de seda de larvas desta espécie (ZHANG et al., 2006). Outro relato 

é a presença destas Vanin-like proteins na membrana microvilar do intestino médio 

do inseto lepidóptero Spodoptera frugiperda, com homologia a VNN1 de D. 

melanogaster, cuja função é desconhecida (FERREIRA et al., 2007). Além dos nossos 

estudos (REZENDE et al., 2017, 2019), e os de Yao et al. (2014; 2017) este é o único 

que detectou panteteinases, ou seus transcritos diferencialmente expressos, em 

insetos expostos ou resistentes à toxinas de bactérias entomopatógenas.  

2.11 RESERVAS ENERGÉTICAS 
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As reservas energéticas em insetos, tais como lipídios e carboidratos, 

desempenham um papel importante na estrutura, desenvolvimento e sobrevivência. 

Acredita-se que indivíduos resistentes apresentam uma menor quantidade de 

reservas energéticas em relação aos indivíduos suscetíveis, o que reduziria a energia 

disponível para as suas funções biológicas (RIVERO et al., 2011). Diante de um amplo 

perfil de transcritos ligados à metabolismo de lipídios e carboidratos diferencialmente 

expressos na colônia de Cx. quinquefasciatus resistente RIAB59, a avaliação de 

reservas energéticas também se tornou um dos aspectos avaliados neste estudo. A 

reserva lipídica é uma das mais importantes utilizadas pelos insetos, devido ao alto 

consumo de energia para metamorfose (HAHN; DENLINGER, 2007), 

desenvolvimento embrionário e voo (ARRESE; SOULAGES, 2010; ZIEGLER; VAN 

ANTWERPEN, 2006). Os lipídios também são constituintes de estruturas celulares, 

podem exercer funções de hormônio e formam importantes reservas energéticas, 

podendo também serem acumulados no corpo gorduroso (ATELLA et al., 2012). No 

decorrer do processo de digestão, triacilgliceróis e fosfolipídios, são hidrolisados em 

ácidos graxos que são liberados e posteriormente absorvidos pelo epitélio intestinal 

(CANAVOSO et al., 2001). Após esta absorção, os ácidos graxos são utilizados para 

a síntese de outros lipídios (ARRESE et al., 2001). Essas reservas são utilizadas 

principalmente em atividades que requerem grandes demandas metabólicas, tais 

como voo prolongado, metamorfose, produção de ovos, longevidade e uma maior 

tolerância a temperaturas mais baixas (ARRESE et al., 2001). Dentre as moléculas 

que agem no metabolismo de lipídios, existem as lipases, cuja principal função 

biológica é catalisar a hidrólise de triacilgliceróis para gerar ácidos graxos livres, 

diacilgliceróis, monoacilgliceróis e glicerol. Em insetos, as lipases atuam 

principalmente na obtenção, digestão, armazenamento e transporte dos lipídios, tendo 

também um papel importante em processos fisiológicos ligados a reprodução, 

desenvolvimento, proteção contra patógenos e estresse oxidativo, e sinalização de 

feromônios  (FILIETAZ; LOPES, 2010; HAHN; DENLINGER, 2007; HORNE; 

HARITOS; OAKESHOTT, 2009).  

O metabolismo da maioria dos mosquitos precisa de carboidratos, geralmente 

provenientes de seivas, flores e frutos, considerados fontes primárias de energia em 

mosquitos (CONSOLI; LOURENÇO-DE-OLIVEIRA, 1994). O glicogênio é uma das 

reservas mais importantes de carboidratos nos insetos podendo ser convertido em 
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glicose que então é oxidada para fornecer energia, e esta síntese ocorre quando o 

consumo de carboidrato é superior à necessidade imediata (KLOWDEN, 2013). Os 

carboidratos são mobilizados principalmente a partir das reservas de glicogênio no 

corpo gorduroso. A quantidade de glicogênio é, em geral, menor do que a de gordura 

e apresenta variações de acordo com a atividade motora e alimentar. Após a 

metamorfose, o glicogênio é drasticamente reduzido e pode estar quase esgotado, e 

os adultos recuperam os estoques de glicogênio somente após se alimentarem de 

fontes de açúcar (ARRESE.; SOULAGES, 2010). A energia do voo é inicialmente 

produzida pelo glicogênio, armazenado no corpo gorduroso e nos músculos de voo 

(HAHN; DENLINGER, 2011), podendo influenciar também a sobrevivência, o 

comportamento de cópula,  de oviposição e a busca por hospedeiro (HARDSTONE et 

al., 2010), mostrando a importância destas reservas para o desenvolvimento dos 

insetos.  
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3 JUSTIFICATIVA 

A nota técnica da Organização Mundial de Saúde “Global Vector Control 

Response 2017-2030 (http://www.who.int/vector-control/publications/global-

control-response/) ressalta a necessidade de pesquisa básica para subsidiar a 

utilização racional de agentes de controle de  vetores, incluindo os biolarvicidas. O 

projeto visou produzir conhecimento para subsidiar o emprego racional de 

larvicidas para o controle populacional de Culex quinquefasciatus e compreender, 

de forma ampla, o impacto da resistência na biologia da espécie, por ser o principal 

vetor de patógenos de grande importância na saúde pública. Os larvicidas 

biológicos à base de Lysinibacillus sphaericus são agentes de controle efetivos 

que já foram utilizados em programas integrados de vetores, inclusive na Região 

Metropolitana (RMR). Este estudo visou contribuir para um aprofundamento do 

conhecimento sobre o modo de ação das toxinas de L. sphaericus a partir de uma 

caracterização mais ampla de moléculas que podem estar associadas à 

resistência desses insetos.  
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4 PERGUNTA CONDUTORA 
 

Culex quinquefasciatus resistentes à toxina Bin de Lysinibacillus sphaericus, 

apresentam características metabólicas diferenciais em relação aos indivíduos 

suscetíveis, além do fenótipo de refratariedade?  
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5 HIPÓTESE 
 

Larvas de Culex quinquefasciatus resistentes a Lysinibacillus sphaericus 

possuem, além deste fenótipo, um perfil diferencial de atividade de enzimas ligadas 

ao metabolismo energético, em relação a indivíduos suscetíveis, que podem ser 

importantes para seu desempenho biológico. 
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6 OBJETIVOS 

Geral 

Avaliar moléculas de Culex quinquefasciatus relacionadas com o status de 

resistência às toxinas de Lysinibacillus sphaericus, baseada em uma análise 

comparativa de larvas resistentes e suscetíveis. 

 

Específicos 

 

a) Determinar a atividade enzimática de lipases, proteases, α-glicosidases e 

glutationa-S-transferases em larvas de Culex quinquefasciatus; 

 

b) Comparar as reservas energéticas de lipídios e açúcares redutores de larvas e 

adultos de Culex quinquefasciatus resistentes e suscetíveis; 

  

c) Avaliar a fecundidade e fertilidade de fêmeas sob condições de criação padrão e 

sob estresse de indivíduos resistentes e suscetíveis; 

 

d) Caracterizar e investigar a expressão de uma panteteinase nativa de Cx. 

quinquefasciatus e  sua expressão em um sistema recombinante; 
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7 METODOLOGIA  
 

7.1 COLÔNIAS DE Culex quinquefasciatus 

Foram utilizadas três colônias de Culex quinquefasciatus mantidas no insetário 

do Departamento de Entomologia do Instituto Aggeu Magalhães/FIOCRUZ 

(IAM/FIOCRUZ). CqS: composta por indivíduos suscetíveis a inseticidas e mantida há 

mais de dez anos (CHALEGRE et al., 2015). CqRIAB59: colônia selecionada com L. 

sphaericus cepa IAB59 produtora de toxinas Bin e Cry48Aa-Cry49Aa (JONES et al., 

2007). Os indivíduos apresentam alta razão de resistência à Bin (RR > 130.000 vezes) 

(PEI et al., 2002) associada ao alelo cqm1REC, em homozigose. Eles também exibem 

baixa resistência à toxina Cry48Aa/Cry49Aa (RR~ 15 vezes) (REZENDE et al., 2017), 

cujo mecanismo ainda não foi caracterizado. REC: colônia composta por indivíduos 

homozigotos para o alelo cqm1REC, com alto nível de resistência à toxina Bin (RR > 

3500 X) (CHALEGRE et al., 2015; MENEZES et al., 2021).  Os mosquitos foram 

mantidos a 26 ± 1° C, umidade relativa entre 65-85% e fotoperíodo 14 h claro:10 h 

escuro. As larvas foram mantidas em água de torneira e alimentadas com ração para 

gatos (Friskies®). Os adultos foram alimentados em solução de sacarose (10%) ad 

libidum e um repasto de sangue de coelho desfibrinado foi oferecido semanalmente 

para as fêmeas. 

 

7.2 ENSAIOS CATALÍTICOS 
 

7.2.1 Preparação de amostras e quantificação de proteínas  
 

O intestino médio inteiro de larvas de quarto instar da colônias suscetível e 

resistente CqRIAB59, com seu conteúdo envolvido pela membrana peritrófica (Figura 

7), foi individualmente dissecado em solução salina (NaCl 0,9%, p/v) sob gelo e 

homogeneizado em tampão apropriado descrito em cada seção. Em seguida a 

amostra foi centrifugada (15.000 x g, 10 min, 4 °C) e o sobrenadante foi coletado para 

os ensaios. Para todas as classes de enzimas avaliadas, exceto para as proteases, 

uma mistura de inibidores de protease foi utilizada nos tampões de reação compostos 

pelos seguintes componentes (Sigma-Aldrich) nas concentrações finais indicadas: E-
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64 (20 µM, N-trans-epoxissuccinil-L-leucina4-guanidinobutilamida), pepstatina A (20 

µM) e PMSF (10 mM, phenylmethylsulfonyl fluoride). A concentração de proteínas foi 

determinada usando o Pierce™ BCA Protein Assay Kit (SMITH et al., 1985), de acordo 

com as instruções do fabricante (ThermoFisher Scientific), usando a albumina de soro 

bovino (BSA) para a curva padrão. Ensaios de quantificação enzimática e de proteína 

foram realizados usando cada amostra de intestino médio individual testado em 

duplicata. Cada ensaio foi repetido pelo menos três vezes com um mínimo de quinze 

insetos por réplica biológica. Uma unidade de atividade enzimática (U) é definida como 

a quantidade de enzima que libera 1 μmol de produto/min. 

  

Figura 7 – Sistema digestivo de larvas de mosquito. 

 

Fonte: Adaptado de Clements (1992) por Nascimento, N. A. (2020).  

Nota: A: Desenho esquemático do canal alimentar de larva de mosquito. B: Imagem composta por fotos 
de microscopia confocal do tubo digestivo de larva de Culex quinquefasciatus destacando as regiões 
do intestino médio. Cá: cárdia. CA: canal anal. CG: cecos gástricos. Ep: espaço peritrófico. Es: esôfago. 
Fa: faringe. IA: intestino anterior. IM: intestino médio. IP: intestino posterior. Lu: lúmen intestinal. Mc: 
membrana cecal. Mp: membrana peritrófica. Pi: piloro. RA: região anterior. RM: região média. RP: 
região posterior. TM: túbulos de Malpighi. 1-8: segmentos abdominais. 
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7.2.2 Ensaios de atividade lipase  
 

A atividade de lipases (EC 3.1.1.34) foi medida em amostras de intestino médio 

inteiro usando ensaios contínuos com detecção de fluorescência. Cinco diferentes 

substratos (Sigma-Aldrich) foram testados nas concentrações finais indicadas: 4-

metilumbeliferil acetato (10 µM), 4-metilumbeliferil butirato (10 µM), 4-metilumbeliferil 

heptanoato (10 µM), 4-metilumbeliferil palmitato (100 µM; BioChemika Fluka) e 4-

metilumbeliferil oleato (100 µM). Cada intestino médio foi homogeneizado em 100 µL 

de solução salina (0,9%) contendo o mix de inibidores de proteases. A reação foi 

composta pela amostra do intestino médio (20 µL para acetato, butirato e heptanoato; 

25 µL para oleato; 40 µL para palmitato), cada substrato nas concentrações finais 

indicadas em um volume final de reação de 200 µL de tampão Tris-HCl 200 mM (pH 

8,5), em placas de 96 poços. As reações foram incubadas a 30 °C por 20 min (acetato, 

butirato e oleato) ou por 60 min (heptanoato e palmitato). A detecção de fluorescência 

do produto de catálise, a 4-metilumbeliferona, foi registrada continuamente em λex 

360 nm de excitação e λem 449 nm de emissão, no leitor de microplacas de 96 poços 

SpectraMax Gemini.XPS™ (Molecular Devices San Jose, CA, EUA). A quantidade de 

produto de catálise liberada da reação foi calculada usando uma curva padrão de 4-

metilumbeliferona (0,1-2 nmol), registrada sob as mesmas condições das amostras. 

Um número total de 41 a 48 amostras individuais do intestino médio foi analisado por 

colônia.  

 

7.2.3 Ensaios de atividade α-glicosidase 
 

A atividade de α-glicosidases (E.C. 3.2.1.20) foi determinada em amostras 

individuais de intestino médio que foram homogeneizadas em 100 µL de tampão 

citrato-fosfato 200 mM pH 6,5 contendo 1% (v/v) Triton-X e o mix de proteases 

supracitado. A atividade foi medida usando o substrato natural sacarose (Sigma-

Aldrich) ou o substrato sintético MUαGlu (4-metilumbeliferil α-glucopiranosidio, Sigma-

Aldrich). A reação foi composta pela amostra de intestino médio (50 µL), em uma 

concentração final de 0,4 mM de MUαGlu e volume de reação final de 200 µL de 

tampão citrato-fosfato 200 mM pH 6,5, que foi incubada por 1 h a 30 ºC. A quantidade 

de 4-metilumbeliferona liberada foi determinada continuamente em excitação λex 355 
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nm e emissão λem 460 nm (PROFETA et al., 2017), no leitor de microplacas 

SpectraMax Gemini XPS™. A quantidade de produto de reação liberada foi calculada 

a partir de uma curva padrão de 4-metilumbeliferona (0,3-6 nmol) registrada sob as 

mesmas condições que as amostras de teste. Para os ensaios usando sacarose como 

substrato, a reação foi composta pela amostra do intestino médio (20 µL),em uma 

concentração final de 200 mM de sacarose e volume de reação final de 50 µL de 

tampão citrato-fosfato 200 mM (pH 6.5), que foi incubada a 30 ºC por diferentes 

períodos (COSTA et al., 2019). As reações foram interrompidas em diferentes 

intervalos (0, 90, 180 ou 240 min) fervendo as amostras a 99 °C por 5 min. A 

quantidade de glicose liberada foi determinada com o kit glicose mono-reagente 

(Bioclin, K082), que se baseia na reação da glicose oxidase. Para isso, o reagente 

glicose oxidase (200 µL) foi adicionado à amostra da reação (50 µL) e incubado a 37 

°C por 15 min (COSTA et al., 2019; RAABO; TERKILDSEN, 1960). As placas foram 

lidas a 505 nm no SpectraMax 190™ (Molecular Devices San Jose, CA, EUA). A 

quantidade de produto de reação liberado foi determinada usando uma curva padrão 

de glicose (10-100 nmol), registrada sob as mesmas condições das amostras de teste. 

Um número total de 38 a 46 amostras individuais do intestino médio foram analisadas 

por colônia.  

 

7.2.4 Ensaios de atividade protease 

A atividade de proteases (E.C. 3.4) em amostras de intestino médio foi 

determinada através de um ensaio contínuo usando três substratos diferentes (Sigma-

Aldrich): N-Succinil-Ala-Ala-Phe-7-amido-4-metilcumarina (para quimotripsinas), Z- 

Phe-Arg-7-amido-4-metilcumarina (para tripsinas) e L-Leu-7-amido-4-metilcumarina 

(para aminopeptidases). O intestino médio foi homogeneizado em 100 µL de solução 

salina (0,9%). A reação foi composta por uma alíquota de amostra de intestino médio 

(20 µL para Ala-Ala-Phe e L-Leu e 40 µL para Z-Phe-Arg), para uma concentração 

final de 10 µM de cada substrato, em uma reação com  volume final de 200 µL em 

tampão 200 mM Tris-HCl (pH 8), que foi incubado a 30 °C por 1 h. O ensaio enzimático 

baseou-se na detecção contínua do ácido metilcumarínico (MCA) liberado a partir da 

hidrólise do substrato, que foi registrado na excitação de λex 380nm e emissão de 

λem 460nm no leitor de microplacas SpectraMax Gemini XPS™. A quantidade de 

produto liberado foi calculada a partir de uma curva padrão (0,01-0,2 nmol) de 
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metilcumarina (Sigma-Aldrich), registrada sob as mesmas condições de amostra. Um 

número total de 45 a 51 amostras individuais do intestino médio foram analisadas por 

colônia.  

  

7.2.5 Ensaios de atividade Glutationa-S-Transferase 
 

 A atividade das enzimas detoxificadoras Glutationa-S-Transferases (GST) 

(E.C. 2.5.1.18) foi medida em ensaio contínuo utilizando com amostras individuais de 

intestino médio preparadas em 100 µL de tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 

6,5), contendo o mix de inibidores de protease citado. A reação foi composta por uma 

amostra de intestino médio (15 µl), pelos substratos 1 cloro 2,4 dinitrobenzeno (CDNB) 

e glutationa reduzida (GSH) em concentração final de 100 µM de cada, e volume final 

de reação de 210 µl de tampão fosfato potássio 100 mM (pH 6,5). O registro da 

absorbância a 340 nm foi realizado no espectrofotômetro leitor de placas 

SpectraMax™ Gemini XPS Microplate Reader. Para este ensaio foram utilizados 

controles, sem conter amostras de intestinos, que foram incubados sob a mesma 

condição. Os parâmetros para converter os valores de absorbância em quantidade de 

produto liberado (nmoles/intestino/min) foram realizados como descrito em Brasil, 

2006. 

 

7.3 ENSAIOS DE QUANTIFICAÇÃO DE LIPÍDIOS 

 

A quantificação de lipídios foi realizada em trinta pools de 20 larvas de quarto 

instar e em trinta fêmeas individuais recém-emergidas (em até 20 h após a muda) das 

colônias CqS e resistente CqRIAB59. Para tal foi usado o método colorimétrico de 

vanilina-ácido fosfórico, que determina os lipídios totais, adaptado de protocolos 

anteriores (VAN HANDEL, 1985). As amostras (pool de 20 larvas ou uma fêmea) 

foram homogeneizadas sob gelo em 200 µL de sulfato de sódio a 2%. Uma alíquota 

de clorofórmio-metanol (proporção 1:1, 800 µL) foi adicionada e a amostra foi 

centrifugada (3000 x g, 5 min) à temperatura ambiente (TA) e o sobrenadante foi 

descartado. Em seguida este procedimento foi repetido mais uma vez e o 

sobrenadante foi coletado. Uma alíquota de água ultrapura (600 µL) foi adicionada a 

este sobrenadante coletado e a amostra foi centrifugada (3000 x g, 5 min, TA). Após 
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a centrifugação, a amostra apresentou duas fases e a fase inferior foi coletada para 

análise lipídica. A amostra foi transferida para um tubo de ensaio e levada a um bloco 

de aquecimento (90-110 °C) para a evaporação do solvente. Em seguida uma alíquota 

de ácido sulfúrico (98%, 200 µL) foi adicionada a amostra e incubada a 100 °C por 10 

min. Ainda no bloco aquecedor o reagente vanilina-ácido fosfórico, preparado de 

acordo com Van Handel (1985), foi adicionado à amostra (q.s.p 5 mL), e 

homogeneizado delicamente. Remover a amostra do bloco aquecedor e colocar 

recipiente com gelo por 5 min para permitir resfriamento e o desenvolvimento de uma 

coloração vermelha por 5 min. Uma alíquota de 1 ml da amostra foi utilizada para 

leitura da absorbância a 525 nm no espectrofotômetro UltroSpec2100™ (Amershan 

Biosciences). A quantidade de lipídios foi determinada a partir de uma curva padrão 

(25-300 µg) utilizando óleo de soja comercial (Liza®), composto principalmente por 

triglicerídeos, que foi determinada sob as mesmas condições da amostra-teste. 

 

7.4 ENSAIOS DE QUANTIFICAÇÃO DE AÇÚCARES REDUTORES 

 

 A quantificação de açúcares redutores foi determinada em 15 pools de quarenta 

larvas de quarto instar e quinze pools de cinco fêmeas recém-emergidas (20 h) das 

colônias CqS e resistente CqRIAB59, com protocolo adaptado de Yamada et al., 2018. 

As amostras (pool de quarenta larvas ou pool de cinco fêmeas) foram 

homogeneizados sob gelo com uma mistura de 200 µL de metanol, água ultrapura e 

clorofórmio (2:1:1). As amostras foram incubadas (-30 °C, 30 min) e em seguida 

centrifugadas (21.000 x g, 20 min, 4 °C). Em seguida, o sobrenadante foi descartado 

e o sedimento foi lavado com etanol absoluto ultrapuro (300 µl) e seco à TA. Na 

sequência, foi adicionada uma alíquota de 400 µL de tampão PBS-fosfato salina 0,2X 

(PBS 1X 2,1 mM NaH2PO4, 14 mM Na2HPO4, 150 mM NaCl, pH 7.4) com Triton X-

100 0,1% e a mostra foi incubada a 70 °C por 30 min. Após esta etapa cada amostra 

foi subdividida em duas amostras teste e controle negativo de 200 µL. A amostra teste 

foi incubada com amiloglucosidase (Sigma-Aldrich) a uma concentração final de 0,5 

mg/ml, a 60 °C por 30 min. O controle negativo (200 µL) sem a enzima foi incubado 

sob as mesmas condições. Para interromper a reação, foi adicionado o ácido 

dinitrosalicílico (500 µL) e, em seguida, as amostras foram incubadas a 100 °C por 6 

min. Após este período, as amostras foram resfriadas em gelo por 15 min (LIMA et al., 

2014). Uma  alíquota de 400 µl de cada amostra (teste e controle negativo) foi utilizada 
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para leitura de absorbância a 540 nm em placas de 96 poços no espectrofotômetro 

Benchmark Plus™ (Bio-Rad). Os valores de absorbância da amostra tratada e 

controle foram convertidos em concentração de glicose (Sigma-Aldrich) a partir de 

uma curva padrão (0,06-3 mg/ml), que foi registrada sob as mesmas condições da 

amostra-teste. Em seguida a concentração de açúcares redutores liberados foi obtida 

a partir da variação do valor da amostra teste e controle negativo. 

 

7.5 ENSAIOS DE FECUNDIDADE E FERTILIDADE  

 

 A fertilidade e a fecundidade foram avaliadas utilizando fêmeas criadas em 

condições ideais, descritas anteriormente (MENEZES et al., 2021) ou criadas sob 

condições de estresse das colônias suscetível e resistente CRIAB59. 

Resumidamente, as condições ótimas foram as seguintes: larvas de primeiro estádio 

de uma jangada (~ 250 ovos) foram mantidas em um recipiente de plástico (21,5 L x 

29 L x 5,5 A cm), com água da torneira (1 L) e alimentação (0,8 g de ração de gato), 

fornecida durante o dia 0 (0,1 g), dia 4 (0,3 g) e dia 8 (0,4 g). Para simular a condição 

de estresse, 600 larvas de primeiro instar por bandeja foram mantidas nas condições 

descritas acima. Os adultos obtidos foram mantidos em condições de insetário 

conforme descrito em 7.1. Fêmeas de cinco dias de idade foram alimentadas com 

sangue de coelho desfibrinado. As jangadas de ovos de seu primeiro ciclo 

gonadotrófico foram coletadas em até 24 horas após a oviposição. A fertilidade e a 

fecundidade foram avaliadas aos 0, 3, 5 e 8 dias pós-oviposição (dpo). Para avaliar a 

quiescência, durante esses tempos de armazenamento, as jangadas foram mantidas 

em câmara úmida (placa de Petri, 60 x 15 mm) à TA. Para cada jangada, o número 

de ovos foi registrado em microscópio estereoscópico e, a seguir, a jangada foi 

colocada no recipiente de criação com água da torneira (1 L) e ração (0,1 g). A jangada 

foi mantida em condições de insetário para a eclosão das larvas. A fecundidade foi 

determinada com base na eclosão das larvas de primeiro estádio, em até 36 horas 

após a jangada ser colocada no recipiente de criação. No ensaio, cada ponto 

experimental foi realizado em duplicata (pelo menos duas jangadas de ovos /por 

condição/ por colônia). Portanto, pelo menos 32 jangadas de ovos (16/colônia) foram 

analisadas por ensaio e cada ensaio foi realizado pelo menos duas vezes. 
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7.6 ANÁLISE IN SILICO DE PANTETEINASES de Cx. quinquefasciatus 

  

Foi realizada uma busca em bancos de dados afim de obter informações 

básicas sobre a proteína panteteinase (CPIJ017593). No Vectorbase 

(www.vectorbase.org) foi possível obter dados do gene, ortólogos, peso predito e 

alinhamentos. Foi realizada a análise da predição de âncora GPI no big-PI Predictor 

3.0 (https://mendel.imp.ac.at/gpi/cgi-bin/gpi_pred.cgi) (EISENHABER; BORK; 

EISENHABER, 1999). No software NetNGlyc 1.0 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0), foram realizadas 

predições de N-glicosilação e O-glicosilação.  

 

7.7 CLONAGEM E EXPRESSÃO DA PANTETEINASE CPIJ017593 

 

  Para a caracterização da panteteinase de Cx. quinquefasciatus codificada pelo 

gene CPIJ017593 foi feita inicialmente uma etapa de clonagem e expressão deste 

gene em Escherichia coli cepa BL21 star, conforme protocolo descrito (ROMÃO et al., 

2006). Esta etapa foi executada por Dra. Tatiana Rezende, uma das orientadoras 

deste trabalho. O objetivo desta etapa foi obter anticorpos policlonais para realização 

de ensaios de imunodetecção. Neste procedimento as proteínas recombinantes com 

cerca de 70 kDa foram produzidas, purificadas e sua identidade foi confirmada por 

espectrometria de massas MALDI-TOF (T. Rezende, comunicação pessoal). Uma 

amostra de cerca de 1.2 mg de proteína recombinante foi utilizada como antígeno para 

a produção de anticorpos policlonais em coelhos pela empresa Célula B 

(www.celulab.org.br).  

A expressão heteróloga da panteteinase foi realizada em linhagem de células 

de tecido ovariano do lepidóptero Spodoptera frugiperda (Sf9). Este sistema é capaz 

de produzir proteínas com enovelamento e modificações pós-traducionais das 

proteínas nativas eucarióticas. O gene da panteteinase (CPIJ017593) foi subclonado 

no plasmídeo pIZT/V5-His® (Invitrogen) que possui as seguintes características: 

promotor constitutivo para a expressão gênica; gene marcador de resistência para o 

antibiótico zeocina®; gene codificador da GFP (Green Fluorescent Protein), epitopo 

V5 e cauda de poli-histidina (INVITROGEN, 2013). As células foram mantidas de 

acordo com instruções do fabricante 

(https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/Insect_Cell_Lines). Em resumo, 
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os cultivos celulares em monocamada aderente foram mantidos a 27 °C em meio 

Sf900®II (Gibco) sem conter soro fetal bovino e suplementado com gentamicina (10 

µg/mL), zeocina® (150 μg/mL) e fungizone® (250 μg/mL). A transfecção com as 

minipreparações contendo os plasmídeos recombinantes pIZT nas células foi feita 

utilizando o reagente Cellfectin® (Invitrogen), segundo Ferreira et al (2014). 

Resumidamente, as células foram mantidas em meio Sf-900 II SFM (Gibco®) até a 

confluência, e cada reação de transfecção foi realizada com 7,5 µg de 

minipreparações plasmidiais e 4% de Cellfectin™ (Invitrogen), em frascos de cultura 

de 25 cm2. Quarenta e oito horas após esse procedimento, os cultivos celulares foram 

selecionados com o antibiótico zeocina® (entre 150 e 300 µg/mL) (Invitrogen), para o 

estabelecimento de linhagens tranfectadas com o plasmídeo e que possuem o gene 

marcador de resistência a esse antibiótico. A expressão da proteína da panteteinase 

foi realizada sob a forma secretada, pois a sequência do gene inserido foi desenhada 

excluindo a sequência nucleotídica codificadora dos últimos 15 aminoácidos 

localizados na porção C-terminal que, potencialmente, conteria uma sinalização de 

ancoragem via GPI na membrana celular.  

 

7.8 PREPARAÇÃO DE AMOSTRAS DE PANTEINASES RECOMBINANTES E 

NATIVAS  

Para avaliar a expressão da panteteinase recombinante pelas linhagens 

transfectadas foram analisadas as amostras descritas a seguir: amostra do meio total 

de um cultivo celular em confluência (1 ml) precipitada pelo ácido tricloroacético (TCA 

a 10%) segundo Ferreira et al. (2014); amostras do meio de cultivo celular em 

confluência submetidos à protocolo de purificação e proteínas usando a resina Ni-

NTA®(QIAGEN), seguindo as instruções do fabricante. As seguintes amostras de 

larvas de Cx. quinquefasciatus foram utilizadas para investigar a presença de 

panteteinases nativas: microvilli intestinal (BBMF) de larvas de quarto estádio 

dissecadas (NIELSEN‐LEROUX et al., 1992) a partir de larvas inteiras (SILVA-FILHA; 

NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1997); extrato total de larvas (1-3 indivíduos) ou de 

intestinos dissecados (1-5 tubos digestivos com conteúdo intestinal), homogeneizados 

em tampão PBS (15 ul) contendo um mix de inibidores de proteases (Roche, cód. 
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11697498001). As amostras foram submetidas a SDS-PAGE 10% e visualizadas com 

azul de Coomassie ou submetidas à imunodetecção (seção 7.9).  

 

7.9 ENSAIOS DE IMUNODETECÇÃO  
 

As amostras de proteínas descritas na seção 7.8 foram separadas 

eletroforeticamente em SDS-PAGE 10%, transferidas para uma membrana de 

nitrocelulose Protam Premium NC™ (Amershan, cod. 10600008) e submetidas à 

imunodetecção com os anticorpos primários descritos a seguir: anticorpo comercial 

monoclonal anti-Poli-histidina (anti-His) feito em camundongo (Sigma-Aldrich, H1029); 

anticorpo policlonal anti-panteteinase (anti-Pan) feito em coelho conforme descrito na 

seção 7.7. Para o seu uso nos ensaios de imunodetecção, o soro imune total anti-Pan 

foi purificado parcialmente por imunoadsorção, em nosso laboratório, utilizando o 

antígeno usado na imunização (DHALIA et al., 2005; MINSHALL; THOM; STANDART, 

2001). A imunodetecção foi realizada em membranas de nitrocelulose bloqueadas em 

tampão TBS-T (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0,1%, pH 7,6) contendo 5% 

de leite desnatado (Molico®) à TA, por 1 h sob leve agitação. As membranas foram 

incubadas em TBS-T com o anticorpo primário (anti-His 1:5000 ou anti-pan 1:100) e, 

em seguida, com os respectivos anticorpos secundário (1:10.000) anti-IgG de coelhos 

ou anti-IgG de camundongo. Após o bloqueio, e entre as incubações com os 

anticorpos, as membranas foram extensivamente lavadas com o tampão TBS-T. As 

membranas foram submetidas à reação de quimioluminescência usando o reagente 

Imobillom-Forte™ (Millipore), segundo as instruções do fabricante, e o sinal foi 

registrado no iBrightTM CL1000 Imaging System (Thermo Fisher Scientific).  

 

7.10 ENSAIOS DE DEGLICOSILAÇÃO   

 

 Dados prévios da literatura indicam que panteteinases de humanos possuem 

N-glicosilações, ou sejam, recebem a adição de carboidratos ao nitrogênio das 

cadeias laterais de asparagina ou arginina. A presença de N-glicosídeos na estrutura 

das panteteinases recombinantes, produzidas em células Sf9, foi analisada através 

de ensaios in vitro baseada no tratamento com a enzima endoglicosidase PNGase F 

(New England Biolabs), que tem a capacidade específica de remover tais 

oligossacarídeos de glicoproteínas. Assim, amostras de panteteinases recombinantes 
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(20 µg), desnaturadas de acordo com protocolo do fabricante, ou amostras não 

desnaturadas, foram avaliadas usando protocolos do fabricante com adaptações no 

tempo de incubação e quantidade de enzima utilizada. As amostras desnaturadas 

foram incubadas com a PNGase F, a 37 °C por 4 h. As amostras não desnaturadas 

foram incubadas com PNGase F, a 37 °C overnight. A proteína recombinante Aam1 

de Ae. aegypti dotada de N-glicosídeos (NASCIMENTO et al., 2017), previamente 

produzida em linhagem Sf9 e disponível no laboratório, foi utilizada como um controle 

positivo da reação. As amostras de proteínas incubadas sob as mesmas condições, 

mas sem PNGase F, foram utilizadas como controle negativo da reação. Após a 

reação, as proteínas foram submetidas a SDS-PAGE para comparar o peso molecular 

aparente antes e após o tratamento.  

 

7.11 ENSAIOS DE RT-qPCR  
 

 A avaliação quantitativa do padrão de transcrição da panteteinase em amostras 

individuais de larvas das colônias suscetível e resistente REC de Cx. quinquefasciatus 

foi feita por reações de RT-qPCR. O RNA total de cada larva foi extraído utilizando o 

reagente Trizol® (Invitrogen), seguindo as instruções do fabricante. A concentração e 

qualidade das amostras foi determinada pelo Nanodrop 2000® (Thermo Scientific) e 

a concentração das amostras foi normalizada para 25 ng/µl e foram utilizados 100 ng 

de RNA na reação. As amostras de RNA de cerca de 13 larvas de 4º estádio das 

colônias suscetível e REC foram extraídas individualmente. Para as reações de RT-

qPCR foram utilizados primers específicos (5’-3’), apresentados no quadro 3, do gene 

alvo panteteinase (CPIJ017593), gene cqm1 (CPIJ013173) marcador de resistência e 

gene endógeno da subunidade ribossômica 18S usado como controle endógeno da 

reação. As reações foram realizadas utilizando o kit QuantiTect® SYBR Green RT-

PCR® (QIAGEN, código 204243) para as reações de qPCR one-step, segundo 

instruções do fabricante. As reações foram feitas com a enzima transcriptase reversa, 

RNA das larvas (100 ng), primers específicos para o gene alvo e para o gene do 

controle endógeno (0,2 μM/primer forward e reverse). As reações foram realizadas no 

equipamento ABI 7500® (Applied Biosystems) disponível no NPT do IAM-FIOCRUZ. 

A quantificação relativa foi feita através do programa 7500 software v.2.0.5 da Applied 

Biosystems® (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). As análises foram realizadas pelo 

método do CT (Cycle Threshold) comparativo utilizando uma amostra de RNA da 
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colônia S como referência-calibrador, em cada placa de reação avaliada. Neste caso, 

a amostra de RNA de referência foi escolhida baseada em uma amostra de RNA cujos 

valores de ΔCt foram os mais próximos possíveis a média de ΔCt de um grupo 

representativo de larvas suscetíveis analisadas. 

Quadro 3 – Primers utilizados na reação de RT-qPCR 

Primer Sequência (5’-3’) 

18S  Forward CGCGGTAATTCCAGCTCCACTA  
Reverse GCATCAAGCGCCACCATATAGG  

panteteinase (CPIJ017593) Forward TCTTTGCCTGCACCGGGACCA 
Reverse CGAATGGTTTGCCATCCTTCGT 

 

7.12 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 

 As análises estatísticas foram realizadas usando GraphPad Prism 6.0. O teste 

de normalidade D’Agostino-Pearson Omnibus K2 foi usado para determinar a que 

distância a distribuição está da Gaussiana, em termos de assimetria e forma. Para 

amostras paramétricas, os “outliers” foram identificados pelo método ROUT com base 

na taxa de descoberta falsa (FDR). Para a comparação de dados com distribuição 

normal, foi usado o teste T não pareado e a significância foi considerada para p< 0,05. 

Para comparação de dados sem distribuição normal, foi usado o teste de Mann-

Whitney e significância foi considerada para um valor de p< 0,05. Os resultados foram 

apresentados através de médias e seus respectivos desvios-padrão.  
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8 RESULTADOS 

 

Neste estudo foram investigados dois tópicos. O primeiro compreende a 

avaliação comparativa de moléculas de Cx. quinquefasciatus resistentes e 

suscetíveis, as toxinas de Lysinibacillus sphaericus, cuja função é conhecida e inclui 

a determinação de atividade enzimática, quantificação de reservas energéticas 

relacionadas à parte das enzimas avaliadas e avaliação de parâmetros biológicos de 

Cx. quinquefasciatus relacionados por sua vez a estas reservas. O segundo tópico 

abrange a identificação de uma panteteinase de Cx. quinquefasciatus cujo destacado 

status de repressão em indivíduos resistentes, maior do que o próprio gene marcador 

de resistência, apontou a necessidade de investigar esta proteína ainda desconhecida 

nesta espécie, e sem conhecimento prévio de seu possível papel na resistência.  

 

8.1 ATIVIDADE ENZIMÁTICA DE LIPASES, Α-GLICOSIDASES, PROTEASES E 

GSTs 

 

 Para avaliar se o padrão de expressão diferencial de genes de grupo de 

enzimas observado no transcriptoma de larvas resistentes (REZENDE et al., 2019) 

está associado a alterações de algumas enzimas, a atividade lipase, α-glicosidase, 

protease e GST foram determinadas em extratos de intestinos de larvas resistentes e 

suscetíveis. Dados de transcriptoma em intestino de larvas resistentes da colônia 

RIAB59 apresentaram uma sub expressão de genes relacionados ao metabolismo de 

lipídios, que incluíram lipases. Assim, a atividade das lipases foi registrada tanto para 

as larvas da colônia resistente, quanto para as da colônia suscetível, usando cinco 

substratos que diferem no comprimento da cadeia e presença/ausência de 

insaturação (Figura 8). Os resultados mostraram que a atividade específica (µU/µg 

proteína) foi decrescente para acetato, butirato, heptanoato, oleato e palmitato. A 

comparação entre elas mostrou que as larvas resistentes tiveram uma atividade 

específica de lipase significativamente menor quando comparadas aos controles 

suscetíveis para MU-acetato (R= 330 ± 20, S= 380 ± 20), MU-butirato (R= 206 ± 9,0, 

S=250 ± 10) e MU-heptanoato, que apresentou a redução mais significativa (R=120 ± 

10, S=180 ± 10) (Figura 8A). A atividade específica para MU-oleato foi menor em 

larvas resistentes (R= 3,0 ± 0,4) quando comparada às suscetíveis (S= 6,0 ± 2,0), 
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enquanto para MU-palmitato a atividade foi maior em larvas resistentes (R= 2,5 ± 0,8, 

S=1,3 ± 0,2). No entanto, as diferenças para as atividades detectadas a partir dos dois 

últimos substratos não foram estatisticamente significativas (Figura 8B). Os resultados 

mostraram que as larvas da colônia resistentes em geral tiveram atividades de lipase 

reduzidas, quando comparadas com a colônia suscetível. Os dados brutos estão 

disponíveis no Apêndice F, tabela suplementar 1. 

Figura 8 - Atividade específica de lipases (µU/µg proteína) em intestino médio de larvas 
individuais de quarto ínstar de Culex quinquefasciatus de uma colônia suscetível (vermelho) 
e uma resistente a toxina Binária (azul), usando diferentes substratos.  
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Fonte: a autora 

Nota: A. Acetato, Butirato e Heptanoato. B. Palmitato e Oleato. Os resultados são a média ± DP de 
quatro réplicas biológicas. Teste de Mann-Whitney, diferenças estatísticas de *** p < 0,001, * p < 0,01, 
ou ns= não significativo. 

 

A atividade de α-glicosidase foi investigada no intestino das larvas pois o 

receptor Cqm1 da toxina Bin, que não é expresso nas larvas resistentes, é uma α-

A 
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glicosidase e sua ausência poderia ter um impacto na atividade total no intestino dos 

insetos e, consequentemente, em outros fatores. A atividade da α-glicosidase foi 

detectada em larvas de ambas as colônias utilizando um substrato sintético (MUαGlu) 

e um substrato natural (sacarase). A atividade específica (µU/µg proteína) a partir da 

sacarase foi maior comparado a atividade do substrato sintético nas duas colônias 

analisadas (Figura 9). Já a comparação entre as colônias mostrou que a atividade 

sobre a sacarose foi notavelmente menor nos indivíduos resistentes (62 ± 5), quando 

comparados aos suscetíveis (112 ± 4) (Figura 9A). Para o substrato sintético 

(MUαGlu) essa atividade também foi menor em indivíduos resistentes (8,6 ± 0,4) e 

quando comparadas com os suscetíveis (10,3 ± 0,5) (Figura 9B). Os dados brutos 

estão disponíveis no Apêndice F, tabela suplementar 2. 

Figura 9 - Atividade específica de α-glicosidases (µU/µg proteína) em intestino médio 

individual de larvas individuais de quarto ínstar de Culex quinquefasciatus de uma colônia 

suscetível (vermelho) e uma resistente a toxina Binária (azul).  

 A                                                                    B 

 

 

 

 

 

Fonte: a autora.  

Nota: A. sacarose. B. 4-Metilumbeliferil α-glucopiranosídeo (MUαGlu). Os resultados são a média ± DP 

de três réplicas biológicas. Teste de Mann-Whitney, diferenças estatísticas de **** p < 0,0001, * p < 

0,01. 

 

A investigação da atividade protease é relevante no contexto deste estudo pois 

estas são enzimas necessárias para ativação da protoxina Binária em toxina ativa e 

alterações na sua atividade poderia causar falhas de ação da toxina. Além disso, as 

proteases estão envolvidas em outros processos fisiológicos relevantes, como 

homeostase e resposta imune que podem estar relacionados com o status de 

resistência dos insetos às toxinas estudadas. A atividade das três principais proteases 

encontradas no intestino médio larval, tripsina (substrato Z-Phe-Arg-MCA), 

quimotripsina (substrato Ala-Ala-Phe_MCA) e aminopeptidase (substrato L-Leu-MCA) 
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foi registrada em larvas de ambas as colônias (Figura 10). Ao comparar as taxas de 

hidrólise dos três substratos, as atividades de quimotripsinas e aminopeptidases foram 

maiores do que as tripsinas, em larvas das duas colônias. As análises comparativas 

entre as colônias mostraram atividade específica (µU/µg proteína) semelhante para 

todos os substratos, uma vez que não foram encontradas diferenças estatisticamente 

significativas como seguem: Z-Phe-Arg-MCA (R= 0,59 ± 0,06, S= 0,60 ± 0,08), Ala-

Ala-Phe-MCA (R= 6,1 ± 0,7, S= 5,6 ± 0,6), L-Leu-MCA (R= 6,7 ± 0,7, S= 7,6 ± 0,8) 

(Figura 10). Os dados brutos estão disponíveis no Apêndice F, tabela suplementar 3. 

Figura 10 - Atividade específica de proteases (µU/µg proteína) em intestino médio individual 

de larvas individuais de quarto ínstar de Culex quinquefasciatus de uma colônia suscetível 

(vermelho) e uma resistente a toxina Binária (azul).  
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Fonte: a autora.  

Nota: substratos para tripsinas (Z-Phe-Arg), quimotripsinas (Ala-Ala -Phe) e aminopeptidases (L-Leu). 
Os resultados são a média ± DP de três réplicas biológicas. Teste de Mann-Whitney, não foram 
encontradas diferenças estatísticas (ns). 

 

As GSTs são proteínas de uma importante e ampla família de enzimas 

detoxificadoras, e seu envolvimento na metabolização de inseticidas químicos pelos 

insetos que pode levar à resistência é bem documentada na literatura. Por outro lado, 

o seu envolvimento no processo de metabolização de toxinas bacterianas para 

insetos, a exemplo das toxinas de L. sphaericus e toxinas de Bt são escassos. Os 

dados desta avaliação mostraram que a atividade específica (µU/µg proteína) de 

GSTs foi estatisticamente similar entre larvas resistentes e suscetíveis sendo a 

atividade específica de 2.246 ± 189.7 e 2.252 ± 165.8, respectivamente (Figura 11). 

O sumário das análises estatísticas das avaliações de atividades enzimáticas 

realizadas neste estudo está apresentado na Tabela 1. Os dados brutos estão 

disponíveis no Apêndice F, tabela suplementar 4. 
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Figura 11 - Atividade específica de Glutationa-S-transferase (µU/µg proteína) em intestino 
médio de larvas individuais de quarto ínstar de Culex quinquefasciatus de uma colônia 
suscetível (círculos vermelhos) e uma resistente à toxina Binária (quadrados azuis).  
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Fonte: a autora.  

Nota: Os resultados são a média ± DP de três réplicas biológicas. Teste de Mann-Whitney, não foram 
encontradas diferenças estatísticas (ns). 
 

8.2 RESERVAS ENERGÉTICAS 
 

A quantificação de lipídios e açúcares redutores de larvas e adultos foram 

realizadas para investigar se as diferenças na expressão de genes relacionados ao 

metabolismo de lipídios e carboidratos, e a atividade alterada de algumas enzimas, 

entre as colônias resistentes e suscetíveis (Figura 12), afetaria os recursos 

energéticos desses insetos. Os pools de 20 larvas resistentes apresentaram uma 

quantidade significativamente menor (µg) de lipídios (72,5 ± 6) quando comparadas 

às larvas suscetíveis (125,69 ± 9) (Figura 12A). A reserva lipídica em adultos 

resistentes também foi significativamente menor (47,5 ± 1) quando comparada aos 

suscetíveis (82,3 ± 1) (Figura 12B). As reservas de açúcares redutores (µg) também 

foram diferentes entre as colônias. Neste caso, tanto larvas resistentes (351,5 ± 36) 

quanto adultos resistentes (245 ± 15) apresentaram maior quantidade de açúcares 

redutores em comparação com larvas suscetíveis (236,3 ± 12) e adultos (162,8 ± 20), 

respectivamente (Figura 12C e 12D). Em geral, os indivíduos resistentes 

apresentaram 58% menos lipídios e 33% mais reservas de açúcares redutores do que 

os suscetíveis. Os dados brutos estão disponíveis no Apêndice F, tabelas 

suplementares 5 e 6.
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Tabela 1 – Sumário das análises estatísticas comparativas da atividade de enzimas detectadas em amostras de intestinos de larvas de Culex 
quinquefasciatus suscetíveis e resistentes à toxina Binária. 

 Normalidade Outliers Teste estatístico 
Significância 
(p<0.05) Valor p  

Lipases Suscetível Resistente Suscetível Resistente    

Acetato Não Não NA NA Mann-Whitney  *   0.0337 

Butirato Não Não NA NA Mann-Whitney  *   0.0172 

Heptanoato Não Sim NA Não Mann-Whitney  ***  0.0002 

Palmitato Não Não NA NA Mann-Whitney  ns NA 

Oleato Não Não NA NA Mann-Whitney  ns NA 

        

Glicosidase        

MuαGli Sim Sim Não Não Teste T *   0.0151 

Sacarase Sim Não Não NA Mann-Whitney  ****  0.0001 

        

Proteases        

Z-Phe-Arg Não Não NA NA Mann-Whitney  ns NA 

Ala-Ala-Phe Não Não NA NA Mann-Whitney  ns NA  

L-leu Não Não NA NA Mann-Whitney  ns NA 

Lys-Ala Sim Sim Não Não Teste T ns NA 

Caspase 3 Não Sim NA Não Mann-Whitney  ns NA 

        

GST Sim Sim Não Não Teste T ns NA 
Fonte: a autora. NA= não se aplica, **** p < 0.0001, *** p < 0.001 * p < 0.01, ns= não significativo. 
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Figura 12- Reservas energéticas de Culex quinquefasciatus de uma colônia suscetível e 
resistente a toxina Binária.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: a autora.  

Nota: A. Lipídios (µg) em pools de 20 larvas de quarto ínstar. B. Lipídios (µg) de fêmeas individuais. 

C. Açúcares redutores (µg) em pools de 40 larvas de quarto ínstar. D. Açúcares redutores (µg) em 

pools de cinco fêmeas. Teste de Mann-Whitney, diferenças estatísticas de **** p < 0,0001. 

 

8.3 FECUNDIDADE E FERTILIDADE  

 

A fertilidade e fecundidade das fêmeas foram investigadas para avaliar se as 

mudanças nas reservas de lipídios e açúcares redutores encontradas entre as 

colônias resistentes e suscetíveis poderiam impactar estes aspectos reprodutivos. 
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Esses parâmetros foram avaliados usando ovos produzidos por fêmeas criadas em 

condições ótimas ou de estresse. Além disso, a viabilidade dos ovos foi analisada 

imediatamente após a oviposição e após o armazenamento em câmara úmida. O 

número médio de ovos produzidos por fêmeas criadas em condições ótimas no dia 0 

foi de 234 ± 23 para suscetíveis e 241 ± 26 para resistentes, e não foram observadas 

diferenças estatísticas (Figura 13A). O número médio de ovos registrado a partir de 

jangadas armazenadas durante 3, 5 e 8 dpo em câmara úmida foram semelhantes 

para ambas as colônias nas diferentes repetições (Figura 13A). Para as fêmeas 

criadas sob condições de estresse, uma redução significativa de cerca de 55% no 

número médio de ovos foi registrada no dia 0 para ambas as linhagens suscetível (99 

± 8) e resistente (114 ± 17) (Figura 13B). Essas médias foram semelhantes nos grupos 

experimentais de todos os momentos de armazenamento para ambas as colônias 

(Figura 13B).  

Em relação à fertilidade a porcentagem média de eclosão de larvas a partir de 

ovos postos por fêmeas criadas sob condições controladas no dia 0 foi de 96 ± 1 e 92 

± 2 para as colônias suscetíveis e resistentes, respectivamente, demonstrando uma 

alta viabilidade (Figura 13C). Enquanto nos grupos de ovos 3 e 5 dpo a eclosão das 

larvas caiu de forma similar para ambas as colônias (3 dpo: S= 68 ± 11 e R= 65 ± 12; 

5 dpo: S= 53 ± 6 e R= 52 ± 6) (Figura 13C). A eclosão de larvas a partir de ovos 

armazenados do grupo 8 dpo, foi de apenas 2% para ambas as colônias (Figura 13C). 

A eclosão das larvas a partir dos ovos de fêmeas criadas sob condições de estresse 

também apresentou uma diminuição, estatisticamente semelhante ao grupo controle, 

em ambas as colônias (Figura 13D). A redução da fecundidade foi observada em ovos 

a partir do 3º e 5º dpo para ambas as colônias (Figura 13D), sendo menos acentuada 

na colônia resistente, mas as diferenças não foram estatisticamente significativas. 

Nenhuma eclosão foi registrada a partir de ovos armazenados durante 8 dpo (Figura 

13D). O conjunto de dados mostra que a fecundidade e fertilidade das fêmeas das 

duas colônias, testadas sob diferentes condições, foram similares. Os dados brutos 

estão disponíveis no Apêndice F, tabela suplementar 7.  
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Figura 13 - Fertilidade e fecundidade de fêmeas de Culex quinquefasciatus de uma colônia 
suscetível (vermelha) e resistente a toxina Binária (azul) criadas sob condições controladas 
(FC) e estresse (FE).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: a autora.  

Nota: A. Número médio de ovos por jangada FC. B. Número médio de ovos FE. C. Porcentagem de 

eclosão de larvas por jangada FC. D. Porcentagem de eclosão de larvas por jangada FE. Cada 

coluna e barras representam a média e o desvio padrão, de pelo menos quatro pontos experimentais. 

Teste t não pareado, não foram encontradas diferenças estatísticas. 

 

8.4 ANÁLISE IN SILICO DA PANTETEINASE  

 

 O segundo tópico desta tese compreende a identificação da panteteinase 

(CPIJ017593) de Cx. quinquefasciatus cujo transcrito mostrou o maior status de 

repressão em indivíduos resistentes, comparado aos indivíduos suscetíveis. A análise 

in silico do gene da panteteinase (CPIJ017593) mostrou uma sequência codificadora 

com 1551 pares de base (pb), proteína com 516 aminoácidos e peso molecular predito 

de 57 kDa. Recentemente, esta proteína ganhou uma atualização da anotação no 

Nacional Center of Biotechnology Information (NCBI) e seu código de acesso 

atualmente é LOC6040365. Esta nova anotação apresenta um gene com sequência 
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codificadora de 1714 pb, 526 aminoácidos e peso molecular predito de 58 kDa (Figura 

14). Além de apresentar 10 aminoácidos adicionais na porção C-terminal, a 

LOC6040365 difere em 9 aminoácidos em relação a CPIJ017593 (Figura 14). Em Cx. 

quinquefasciatus foram encontradas sete outras panteteinases com identidades que 

variam entre 98 a 55% em relação a panteteinase CPIJ017593 (Figura 15). Seis delas 

codificam proteínas contendo entre 516 e 555 aminoácidos e pesos moleculares 

preditos de cerca de 61 kDa. No entanto, uma a panteteinase CPIJ019637-PA teria 

apenas 219 aminoácidos e peso predito de 31 kDa. Também foram encontradas três 

ortólogas dessa proteína em Culex pipiens pallens e em outras espécies de mosquitos 

vetores como Aedes aegypti (2), Aedes albopictus (8) e Anopheles spp. (28). 

A análise da predição de âncora GPI não mostrou nenhum sítio com potencial 

significativo. Na anotação da panteteinase CPIJ017593 a posição 502 da sequência 

foi a que obteve o melhor score (-18.70; p= 0,019). Enquanto na anotação 

LOC6040365, o melhor score foi na posição 503 (-9.37; p= 0,0064). A análise de 

predição de N-glicosilação mostrou que esta proteína possui em sua sequência três 

sítios preditos (Tabela 2; Figura 14), representados pela tríade de aminoácidos (NTT, 

NFT e NIT) para ambas as anotações da panteteinase. Para esta analise o preditor 

NetGlyc 1.0 foi acessado em 10/01/2023. Na tabela 2, referente a N-glycosilação, os 

potenciais são representados por sinais (+/-). +: potencial maior que 0,5; ++: potencial 

maior que 0,5 e concordância de 9 redes para suportar a predição ou potencial maior 

que 0,75. Em relação aos potenciais sítios de O-glicosilação, onde pode ocorrer a 

adição de carboidratos ao radical hidroxila de cadeias laterais de treonina ou serina, 

foram encontrados dois sítios potenciais (T307 e T311) para a anotação da panteteinase 

LOC6040365. E para a CPIJ17593, além desses, há S508. 

Tabela 2 - Sítios potenciais de N-glicosilação da proteína panteteinase (CPIJ017593), 
determinados através do programa NetNGly 1.0. 

Sítio Posição Potencial de glicosilação 

 CPIJ017593 LOC6040365 CPIJ017593 LOC6040365 

1 177NTT179V + + 

2 353NFT355I ++ + 

3 463NIT465K ++ ++ 

Fonte: a autora. 
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Figura 14 – Alinhamento da sequência de aminoácidos da panteteinase identificada sob as 
identidades CPIJ017593 (www.vectorbase.org) e LOC6040365 (Nacional Center of 
Biotechnology Information).  

  
Fonte: a autora 

Nota: evidenciando os sítios de N-glicosilação (vermelho), O-glicosilação (verde) e as diferenças entre 
as sequências (retângulos).
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Figure 15 – Alinhamento da sequência de aminoácidos da panteteinase identificada sob a identidade CPIJ017593 (www.vectorbase.org) com 
outras panteteinases de Culex quinquefasciatus (www.vectorbase.org). 

                           10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   

                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

CPIJ017593-PA     MRIVLALLCIFCTVYSTHQLS----------------------SPEDDHYWAGVVEFSSKDKWTTTDSPGTYVARTLAKYKEIINSPDADPLDILVFPES  

CPIJ007583-PA     MKITFAVLFLCHYIVVSKQVS----------------------TPEDDYYWAGVVEFSFVEKWSGNVSAEENTANNLDKYLEIVRSVEAQPVDIIVFPEY  

CQUJHB015818.P24  MKITFAVLFLCHYIVVSQQVS----------------------TPEDDYYWAGVVEFSFVEKWSGNVSAEENTANNLDKYLEIIRSVEAEPVDIIVFPEY  

CQUJHB006247.P95  MRIVLALLCIFCTVYSTHQLS----------------------SPEDDHYWAGVVEFSSKDKWTTTDSPATYVARTLARYKEIINSPDADPLDILVFPES  

CPIJ007582-PA     MKIVLALLCIFCTVYSTHQLS----------------------SPEDDHYWAGVVEFSSKDKWTTTDSPGTYVARTLAKYKEIINSPDADPLDILVFPES  

CPIJ017592-PA     MTTHGSPIIAPSELRSTPSVVVCGNFAVKELLCDRPPPPNLHTNGEDDYYTAGVVEFSSKDKRTTTDTPAVYTSRTLTKYMELINSTEADQLDILVFPEY  

CPIJ007581-PA     -------MFEQYFIGSIW---------------------------QHDYYTAGVVEFSSKDKRTTTDTPVVYTSRTLTKYMELINSTEADQLDILVFPEY  

CQUJHB007720.P11  -------MSESSFQKSTP---------------------------EDDYYTAGVVEFSSKDKRTTTDTPAVYTSRTLTKYMELINSTEADQLDILVFPEY  

CPIJ019637-PA     ----------------------------------------------------------------------------------------------------  

 

                          110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          

                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

CPIJ017593-PA     TANAIETASFVPDPAEKVAPCNNLRYEPIVRDLSCLAGTKQLYLVVNVVEKASCPENGDERPCA-SDGLNHFNTNVVFDHRGIVIARYRKFNLFGEAGIN  

CPIJ007583-PA     TLNSIDSSSQVPDPEKGIAPCDDLQYAPIVRDLSCVANATQKYLVVNMVEMVPCDN---LRTCPREDSSEFFNTNVVFDRSGVVIARYRKFNLYGEAGIS  

CQUJHB015818.P24  TLNSIDSSSRLPDPEKGIAPCDDLQYAPIVRDLSCVANATQKYLVVNMVEMVPCDN---LRTCPRDDSSEFFNTNVVFDRSGVVIARYRKFNLYGEAGIS  

CQUJHB006247.P95  TANAIETASFVPDPAEKVAPCNNLRYEPIVRDLSCLAGTKQLYLVVNVVEKANCPESGDERPCA-SDGLNHFNTNVVFDHRGIVIARYRKFNLFGEAGIN  

CPIJ007582-PA     TANAIETASFVPDPAEKVAPCNNLRYEPILRDLSCLAGTKQLYLVVNVVEKASCPENGDERPCA-SDGLNHFNTNVVFDHRGIVIARYRKFNLFGEAGIN  

CPIJ017592-PA     TLNDIETATFVPDPFHDIAPCNHLLYDPIVRDLSCLATIRKLYLVVNLVEKAHCPEDYDWRACA-DNGLYHFNTNVVFNRQGVVIARYRKYNLFDEPGIN  

CPIJ007581-PA     TLNDIETATFVPDPFHDIAPCNHLLYDPIVRDLSCLATIRKLYLVVNLVEKAHCPEGYDWRACA-DNGLYHFNTNVVFNRQGVVVSRYRKYTLFDEPGIN  

CQUJHB007720.P11  TLNDIETATFVPDPFHDIAPCNHLLYDPIVRDLSCLATIRKLYLVVNLVEKAHCPEGYDWRACA-DNGLYHFNTNVVFNRQGVVVARYRKYTLFDEPGIN  

CPIJ019637-PA     ----------------------------------------------------------------------------------------------------  

 

                          210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          

                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

CPIJ017593-PA     TTVSAEHVTFKTDFGVTFGTFICFDLMFDEPALKLVRSGVTDIIFPTMWFSELPFLTGVQIQQAWAYKNNVNLLAAGASYPEVGSTGTGVYAGKRGRIVS  

CPIJ007583-PA     VTPAAEMVTFDTDFGVTFGTIICHDLIFDLPALGLIRHGITDIIFPTMWFSQLPFLTAAQIQQGWAYKNNVNFLAAGASNPGVASTGTGIFAGKRGRIVT  

CQUJHB015818.P24  VTSTAEMVTFDTDFGVTFGTIICHDLIFDLPALGLIRHGITDIIFPTMWFSQLPFLTAAQIQQGWAYKNNVNFLAAGASNPGVASTGTGIFAGKRGRIVT  

CQUJHB006247.P95  TTVSAEHVSFKTDFGVTFGTFICFDLMFDEPALKLVRSGVTDIIFPTMWFSELPFLTGVQIQQAWAYKNNVNLLAAGASYPEVGSTGTGVYAGKRGRIVS  

CPIJ007582-PA     TTVSAEHVTFKTDFGVTFGTFICFDLMFDEPALKLVRSGVTDIIFPTMWFSELPFLTGVQIQQAWAYKNNVNLLAAGASYPEVGSTGTGVYAGKRGRIVS  

CPIJ017592-PA     TTLFSSRATFQTDFGVEFGTITSFDVLFDEPAMELIRSGITDIILPALWISGLPFLTGVQVQQAWAYRNNVNLLAAGASYPEVGSTGTGVYAGKRGRIVS  

CPIJ007581-PA     TTIFSRRATFQTDFGVEFGTITSFDVLFDEPAMELISSGVTDIILPAMWISGLPFLTGVQVQQAWAYRNNVNLLAAGASYPEVGSTGTGMYAGKRGRIVS  

CQUJHB007720.P11  TTLFSSRATFQTDFGVEFGTITSFDILFDEPAMELIRSGVTDIILPAMWISGLPFHTGVQVQQAWAYRNNVNLLAAGTSYPEVGSTGTGVYAGKRGRIVS  

CPIJ019637-PA     -------------------------------------------------------MTGEETKKLYAVR---VPKIRGSFTPKPEPPSDGLYSG-------  

 

                          310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          

                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

CPIJ017593-PA     VMNHLAETKLYVASVPKINRPQAEIKKQPTIKYTAAQMDNLKLKRDQIDGYRTMDL-PLQKTDTYAASLCQNRLCCNFTIDYDLAGPVTTQPFYRYKMAI  

CPIJ007583-PA     VMNHQDDVKLYVAAVPKVNRPQAVIKRQPVVK-DPVGMKDLMLKRDQIDHYAASDL-PLRNNEYYSATVCQNELCCDFTLNYTYYYPSTTQDFYRYKLLV  

CQUJHB015818.P24  VMNHQDDVKLYVAAVPKVNRPQAVIKRQPVVK-DPVGMKELMLKRDQIDHYAASDL-PLRNNEYYSATVCQNELCCDFTLNYTYYYPSTTQDFYRYKLLV  
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CQUJHB006247.P95  VMNHLAETKLYVASVPKIDRPQAEIKKQPTIKYTAAQMDTLKLKRDQIDGYRTMDL-PLQKTDTYAASLCHNRLCCNFTIDYDLAGPVTTQPFYRYKMAI  

CPIJ007582-PA     VMNHLAETKLYVASVPKIDRPQAEIKKQPTIKYTAAQMDNLKLKRDQIDGYRTMDL-PLQKTDAYAASLCQNRLCCNFTIDYDLAGPVTTQPFYRYKMAI  

CPIJ017592-PA     VMNHNAETKLYVASVPKIGRPQAEVKKQPVIKYTPAQMSNLKMLRDPIDGYTTVEL-PLTMDEKFEASLCHERVCCKFTIDYELSAPITTQQFYRYRLAA  

CPIJ007581-PA     VMNHNAETKLYVASVPKIGRPQAEVKKQPVIKYSPAQMSNLKMLRDPIDGYTTFEL-PLTKDEKFEASLCHERVCCKFTIDYELSAPITTQQFYRYRLAA  

CQUJHB007720.P11  VMNHYAETKLYVASVPKIGRPQAEVKKQPVIKYTPAQMSNLKMLRDPIDGYTTFDL-PMTKDEKFEASLCHERVCCKFTIDYELSAPITTQQFYRYRLAA  

CPIJ019637-PA     -------------------------------RMHGKFLENIRMGSDHLDRFTTMQINPERYHDKIGQIICNGEFCCDFSATVTVLP--DRELTHHYRFAV  

 

                          410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          

                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

CPIJ017593-PA     LDGKRTFDGFADGFITACAIFACTGTTLDTCATRFEHGANTVPMFVFNSIELT------GTFPGGEEVFLLPNSVDTSILPLEVDEIEYSEENITKDGKP  

CPIJ007583-PA     NDG-HDSKG-----RIACAIVACTNEMLETCGSRFEDPTSVVPAIQFNFIDIS------GRFPGGDNVFMVPSGVDTSVLPLEVEEFEYMEHLYVQDGNQ  

CQUJHB015818.P24  NDG-HDFKG-----RIACAIVACTNETLENCGSRFEDPTSVVPAIQFNFIDIS------GRFPGGDNVFMVPNGVDTSVLPLEVEEFEYTEHLYVQDGNQ  

CQUJHB006247.P95  LDGKRTFDGFADGFITACAIFACTGTTLETCATRFEHGANTVPMFVFNSIELT------GTFPGGEEVFLLPNSVDTSILPLEVDEIEYSEENITKDGKP  

CPIJ007582-PA     LDGKRTFDGFADVFITACAIFACTGTTLDTCATRFEHGANTVPMFVFNSIELT------GTFPGGEEVFLLPNSVDTSILPLEVDEIDYSEENVTKDGKP  

CPIJ017592-PA     FDGARSFQGFAESRVTVCAVLACTGTTLASCGTRFESGANTVPMVVFNSIELKETVDLEGSFLGEQKYMVLPTSLDTSILPLEVDEFEYSERDVTTDGKL  

CPIJ007581-PA     FDGVRSFQGFAESRVTVCAVLACTGTTLASCGTRFESGANTVPMVVFNSIELKETVDLEGSFLGEEKYMVLPTSLDTSILPLEVDEFEYSERDVTTDGKL  

CQUJHB007720.P11  FDGARSFQGFAESRVTVCAVLACTGTTLTSCGTRFESGANTVPMVVFNSIELKETVDLEGSFLGEQQYMVLPTSLDTSILPLEVDEFEYSERDVTTDGKL  

CPIJ019637-PA     FDGVRTFQGYADAHVSICGVITCRNESLTSCGLPMNENSN---YLEFNEIVIA------GRFIANG-TLAMPNSLDDMLHSLDTDRYRFYSVWNSSTNQQ  

 

                          510       520       530       540       550       560       570       580              

                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.... 

CPIJ017593-PA     FVEITHKLVKPRSDLYSFAIWGR-----------------------KFVQD--QDPNAAVPVSIGSTLPSL------------------  

CPIJ007583-PA     TLQIRQQLILPRSDLLTFGIWGR-----------------------KFDNEDHRDNSDDGATSTTVSLLTILFALIATVLTK-------  

CQUJHB015818.P24  TLQIRQQLVLPRSDLLTFGIWGR-----------------------KFDNEDHRDNSDDGATSTTVSTLTMLFALIATVLTK-------  

CQUJHB006247.P95  FVEITHKLVKPRSDLYSFAIWGR-----------------------KFVQD--QDPNAAVPVSIGSTLLVLVAAVCSIMFK--------  

CPIJ007582-PA     FVEITHKLVKPRSDLYSFAIWGR-----------------------KFVQD--QDPNAAVPVSIGSTLLVLVAAVCSIILK--------  

CPIJ017592-PA     IVEITHKLVKPRSDLYSFAIWGR-----------------------EVVQE--FSSGAFS--SIGSTCLMIAAALFAIVLNNFN-----  

CPIJ007581-PA     IVEITHKLVKPRSDLYSFAIWGR-----------------------EVVQE--FSSGAFA--SIGSTCLMFAAALFAIVLNNFN-----  

CQUJHB007720.P11  IIEITHKLVKPRSDLYSFAIWGR-----------------------EVVQE--FSSGAFA--SIGSTCLMFAAALFAIVLNKFN-----  

CPIJ019637-PA     NVQLT--LVDTVANLQTFGIYALNHADFEYVNPIEPPPETTTEGLTGDSKESDEDDDGGGASTVGASRVLVALALVLLVSSELRRSGFQ  

 

Fonte: a autora 

Nota: a imagem mostra um alinhamento de oito panteteinases de Culex quinquefasciatus com a panteteinase CPIJ00175973. Evidenciando os aminoácidos 

idênticos (preto), similares (cinza) e diferentes (branco). As regiões com gaps estão representadas (-). 
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8.5 EXPRESSÃO DA PANTETEINASE EM CÉLULAS Sf9 
 

 Até o presente, nenhuma das panteteinases de Cx. quinquefasciatus 

disponíveis no Vectorbase foi identificada ou caracterizada através de ensaios in vitro 

ou in vivo e, apenas dados in silico estão disponíveis. A panteteinase (CPIJ017593) 

tornou-se alvo deste estudo por ter sido o transcrito mais reprimido em larvas 

resistentes à toxina Bin. Outro gene de uma panteteinase (CPIJ017592, Vanin-like 

protein 1 precursor putative) com status altamente reprimido também foi revelado 

(Quadro 2). O gene CPIJ017593 foi selecionado por ter o maior Log2 foldchange. Além 

disso, a análise destas sequências mostrou grande identidade entre estes dois genes 

anotados como panteteinases (dados não apresentados). 

A primeira etapa para a caracterização da panteteinase CPIJ017593 de Cx. 

quinquefasciatus foi a clonagem do seu gene e expressão em um sistema eucarioto, 

de uma linhagem de células Sf9. As amostras de meio de cultivo transfectado foram 

precipitadas com TCA e apresentaram diversas proteínas, que foram submetidas à 

imunodetecção com o anticorpo monoclonal anti-His e uma proteína, com peso 

aparente de 70 kDa, foi detectada de forma específica (Figura 16). Em seguida, as 

amostras do meio foram submetidas à purificação com a resina Ni-NTA, sendo obtidas 

as amostras de proteínas ligadas a resinas, bem como amostras de proteínas eluídas 

da resina. O perfil da resina revelou algumas proteínas incluindo a potencial banda de 

70 kDa que foi melhor definida após a sua eluição da resina, demonstrando uma 

proteína majoritária de 70 kDa (Figura 17A). Estas amostras foram submetidas à 

imunodetecção, com o anticorpo monoclonal anti-His, que reconheceu 

especificamente a respectiva proteína de 70 kDa (Figura 17B). A imunodetecção 

destas amostras utilizando o anticorpo policlonal anti-Pan, foi concordante e detectou 

uma proteína de 70 kDa, porém, o reconhecimento da proteína por este anticorpo foi 

muito inferior ao do anticorpo anti-His (Figura 17C). Um ensaio de imunodetecção, 

com a proteína recombinante purificada, confirmou a baixa capacidade de 

reconhecimento do anti-Pan (Figura 18). A identidade da proteína recombinante de 70 

kDa expressa foi confirmada por espectometria de massas. Nesta análise de 

identificação dos peptídeos nesta amostra, a panteteinase de Cx. quinquefasciatus 

(scores de 25 peptídeos únicos e 5,8x109 de intensidade) foi detectada e os demais 

peptídios identificados foram do organismo hospedeiro, S. frugiperda. Assim, os 
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ensaios de detecção da panteteinase foram concondantes em revelar uma proteína 

com peso aparente de 70 kDa, diferente do peso predito (57 kDa), e este resultado 

sugere que esta proteína sofra modificações pós-traducionais. 

Figura 16 - Imunodetecção de amostras de cultivo celulares Sf9 (pistas 1-6) de linhagens 
transfectadas com o plasmídeo pantet-pIZT que expressa a proteína panteteinase.  

 

 

 

 

 

 

Fonte: Tatiana Rezende. 

Nota: As amostras precipitadas pelo ácido tricloroacético foram separadas em SDS-PAGE 10%, 
transferidas para membrana de nitrocelulose e submetidas à imunodetecção com anticorpo anti–
histidina. PM: peso molecular BenchMark™ Protein Ladder (kDa). Seta evidenciando a proteína 

panteteinase de 70kDa.  

 

Figura 17- Perfil de amostras de panteteinases recombinantes produzida em células Sf9.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: a autora.  

Nota: A. Proteínas acopladas a uma resina NI-NTA (R) e eluídas (P) separadas em SDS-PAGE 10% e 
visualizadas com azul de comassie. B. Proteínas transferidas para membranas de nitrocelulose e 
imunodetectadas com um anticorpo monoclonal anti-histidina (B). Idem com imunodetecção com 
anticorpo policlonal anti-panteteinase (C). BSA 0,5 µg utilizado como controle negativo (C-). PM. 
Marcadores de peso molecular BenchMark™ Protein Ladder (kDa).  
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  1         2       3        4        5       6  
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Figura 18 - Perfil de amostras de panteteinases recombinantes (µg) purificadas com a resina 
Ni-NTA® (QIAGEN) separadas em SDS-PAGE e visualizadas através de imunodetecção com 
o anticorpo policlonal anti–panteteinase.  

 

 

Fonte: a autora. 

Nota: PM: peso molecular BenchMark™ Protein Ladder (kDa). Setas mostram a panteteinase com 70 

kDa. 

 

8.6 AVALIAÇÃO IN VITRO DA N-GLICOSILAÇÃO EM PANTETEINASE 

 

Modificações pós-traducionais, como a N-glicosilação, podem ser uma das 

razões para a diferença entre o peso molecular predito e observado desta proteína. 

Como a análise in silico mostrou três sítios de N-glicosilação na sequência da 

panteteinase, foi feita uma análise in vitro da presença de N-glicosídeos da 

panteteinase recombinante através do tratamento com a enzima PNGase F. Esta 

enzima tem a capacidade de remover uma ampla gama de N-glicosídeos ligados à 

proteínas. Foram realizados ensaios testando diferentes condições tais como uso de 

amostras de proteína desnaturada ou nativa, tempos de incubação (1-16 h) e 

diferentes concentrações de PNGase F. Todos os ensaios mostraram uma discreta 

diferença de peso molecular (1 kDa) antes e após o tratamento, que foi avaliada no 

iBrightTM CL1000 Imaging System (Figura 19). Em todos os ensaios, o controle 

positivo mostrou a deglicosilação da proteína Aam1, evidenciada pela redução do 

peso molecular,  de ~73 para ~66 kDa, como esperado. Assim os dados apontam que 

a panteteinase tem uma discreta N-glicosilação, porém esta não reflete a discrepância 

detectada entre os pesos observado (70 kDa) e predito (57 kDa). 
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Figura 19 - Perfil eletroforético de amostras de panteteinase (Pant) recombinantes tratadas 
com a enzima PNGase F (4 h ou 16 h, a 37°C), separadas em SDS-PAGE 10% e visualizadas 
com azul de Coomassie. Aam1: amostra controle da reação. Controle negativo proteína 
incubada sem enzima (C). Proteína tratada (T). Marcador de peso molecular BenchMark™ 
Protein Ladder em kDa (PM).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: a autora 

 

8.7 PERFIL DE TRANSCRIÇÃO DE PANTETEINASES EM LARVAS  

  

 Inicialmente o padrão de transcrição do gene da panteteinase (CPIJ017593) 

em larvas individuais das colônias CqS, REC e RIAB59 foi investigado e comparado, 

através de ensaios de quantificação relativa. Anteriormente, a validação do status de 

repressão do gene da panteteinase foi feita unicamente a partir de pool de larvas 

(REZENDE et al., 2019; T. M. T. Rezende e H. S. G. Menezes, dados não publicados) 

e não há dados do padrão de transcrição em indivíduos. A transcrição da panteteinase 

foi detectada em todos as larvas suscetíveis e os dados de quantificação relativa deste 

alvo mostrou uma grande variação nessas larvas (Figura 20; Tabela 3). Em contraste, 

todas as larvas resistentes analisadas tiveram um perfil de transcrição relativa inferior, 

tanto para a colônia REC, quanto para a colônia RIAB59, podendo ser muito baixo em 

alguns indivíduos analisados (Figura 20; Tabela 3). As médias de quantificação 

relativa a partir de todas as larvas de cada colônia refletem estes dados, pois mostrou 

uma baixa expressão na colônia resistente REC (0,19 ± 0,11) e RIIAB59 (0,67±0,60) 

comparada a uma expressão robusta e com ampla variação (2,7 ± 2,1) em larvas da 

colônia suscetível  (Tabela 3).  

4 h 
 

16 h 
Pant Aam1 Pant Aam1 

C T C T C T C T PM 

70 - 

60 - 

50 - 



80 
 

Figura 20- Quantificação relativa (RQ) do gene da panteteinase (CPIJ017593) em larvas do 
4º estádio de Culex quinquefasciatus suscetíveis (vermelho) em relação às larvas resistentes 
à toxina Binária das colônias REC (verde) e  RIAB59 (azul). Cada barra representa a 
expressão em uma larva. 
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Fonte: a autora. 
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Tabela 3 - Quantificação relativa de transcritos do gene da panteteinase em amostras de RNA de larvas do 4° estádio das colônias suscetível e resistente a 

toxina Binária de Culex quinquefasciatus. Ct (Cycle Threshold). Rq (Relative Quantification).  

Suscetível       REC       RIAB59     

N CT 18S Ct Pant ΔCt ΔΔCt Rq 
 

 CT 18S Ct Pant ΔCt ΔΔCt Rq 
 

 CT 18S Ct Pant ΔCt ΔΔCt Rq 

REF 9.470 28.027 18.56 0.00 1.00  REF 9.470 28.027 18.56 0.00 1.00  REF 9.470 28.027 18.56 0.00 1.00 

1 13.392 30.135 16.74 -1.82 3.52   12.532 31.631 19.10 0.54 0.69   11.908 30.88 18.97 0.41 0.75 

2 12.275 27.674 15.40 -3.16 8.94   11.148 29.848 18.70 0.14 0.91   11.071 30.63 19.56 1.00 0.50 

3 10.693 27.738 17.05 -1.52 2.86   13.704 33.640 19.94 1.38 0.39   11.046 30.6 19.55 0.99 0.50 

4 12.150 32.177 20.03 1.47 0.36   9.853 38.047 28.19 9.63 0.001   12.936 33.50 20.56 2.00 0.25 

5 9.671 29.577 19.91 1.35 0.39   10.066 36.626 26.56 8.00 0.004   12.372 30.90 18.53 -0.03 1.022 

6 11.924 31.614 19.69 1.13 0.46   10.354 33.624 23.27 4.71 0.04   11.197 30.25 19.05 0.49 0.711 

7 9.639 28.376 18.74 0.18 0.88   12.637 34.104 21.47 2.91 0.13   12.152 33.28 21.13 2.57 0.17 

8 13.041 32.247 19.21 0.65 0.64   13.056 36.688 23.63 5.07 0.03   11.166 32.04 20.87 2.31 0.20 

9 13.720 32.875 19.15 0.59 0.66   13.407 37.722 24.32 5.76 0.02   11.191 30.64 19.45 0.89 0.54 

10 12.606 31.841 19.23 0.67 0.63   10.354 34.666 24.31 5.75 0.02   11.059 31.49 20.43 1.87 0.27 

11 11.021 28.511 17.49 -1.07 2.10   10.773 36.027 25.25 6.69 0.01   13.988 33.04 19.05 0.49 0.71 

12 13.704 31.640 17.94 -0.62 1.54   11.722 35.407 23.69 5.13 0.03   11.126 31.41 20.28 1.72 0.30 

13 13.941 30.687 16.75 -1.81 3.52   11.987 31.823 19.84 1.34 0.40   11.594 31.87 20.28 1.72 0.30 

14 8.319 28.496 20.18 1.62 0.33   12.748 33.443 20.70 2.20 0.22   14.650 31.81 17.16 -1.40 2.64 

15 10.428 29.708 19.28 0.72 0.61   12.839 34.201 21.36 2.86 0.14   12.204 30.52 18.32 -0.24 1.18 

16 11.954 28.742 16.79 -1.77 3.42   13.120 35.515 22.40 3.90 0.07        

17 11.676 27.910 16.23 -2.33 5.01   14.434 34.060 19.63 1.13 0.458        

18 11.223 30.166 18.94 0.38 0.77   10.912 32.936 22.02 3.52 0.09        

19 11.172 25.970 14.80 -3.76 13.57   10.762 32.894 22.13 3.63 0.08        

20 10.636 30.198 19.56 1.00 0.50   14.153 38.088 23.94 5.44 0.02        

21 14.491 30.075 15.58 -2.98 7.87               

Média 11.69 29.74 18.06   2.71   12.03 34.55 22.52   0.19   11.98 31.52 19.55   0.67 

Desvio 1.60 1.78 1.61   2.14   1.39 2.17 2.47   0.26   1.08 1.02 1.04   0.60 

Fonte: a autora 

Nota: A amostra da colônia suscetível foi a referência usada para a análise comparativa está destacada em azul.
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8.8 IDENTIFICAÇÃO DE PANTETEINASES NATIVAS  
 

 A investigação da expressão da panteteinase nativa de Cx. quinquefasciatus 

foi realizada em amostras de preparação de microvilli intestinal de (BBMF) a partir de 

larvas inteiras, ou BBMF de intestinos dissecados, ou extratos totais de larvas e 

extratos totais de intestinos. As amostras foram separadas eletroforeticamente e 

submetidas à imunodetecção com o anticorpo policlonal anti-panteteinase. Uma 

proteína com cerca de 70 kDa foi imunodetectada em ambas as amostras de BBMF, 

embora com uma baixa intensidade (Figura 21). O anticorpo anti-panteteinase, 

embora imunoadsorvido, apresentou um reconhecimento fraco além do 

reconhecimento de outras proteínas ou de possíveis formas degradadas da proteína 

investigada, sobretudo uma banda de 45 kDa que foi co-detectada com frequência 

nestas amostras bem como em proteínas recombinantes. Não foi detectado nenhum 

sinal compatível com a presença desta proteína nas amostras de larvas e intestinos 

(dados não apresentados). Porém, o resultado sugere a presença da panteteinase 

nativa em amostras intestinais de larvas de Cx. quinquefasciatus. Uma ampla gama 

de ensaios foi realizada para otimizar a imunodetecção, incluindo variáveis como a 

quantidade de proteínas nativas, tipos de preparações testadas (BBMF, larvas, 

intestino), melhoria do bloqueio de sítios não específicos, imunoadsorção, diluição e 

tempo de incubação dos anticorpos, porém, não foi obtida uma melhoria significativa. 

Diante da baixa capacidadede reconhecimento da panteteinase pelo anticorpo anti-

Pan nas amostras de larvas suscetíveis, não foi feita uma análise comparativa em 

larvas resistentes, cuja expressão estaria reprimida. Assim é necessária a otimização 

de um sistema de detecção específica das panteteinases para continuidade desta 

investigação. 
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Figura 21 – Imunodetecção de proteínas em preparação de microvilli intestinal (BBMF) de 
larvas de Culex quinquefasciatus com o anticorpo policlonal anti–panteteinase.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: a autora 

Nota: Amostras separadas em SDS-PAGE, transferidas para membrana de nitrocelulose e submetidas 

à imunodetecção. 1: BBMF preparada usando larvas inteiras. 2: BBMF preparada usando intestinos 

dissecados. PM: peso molecular (kDa). Setas evidenciando a potencial panteteinase de 70 kDa. 
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9 DISCUSSÃO 
 

 Os dados deste estudo mostraram que Cx. quinquefasciatus resistente à toxina 

binária larvicida de L. sphaericus apresentou características metabólicas 

diferenciadas, conforme indicado pelo perfil transcriptômico dessa cepa (REZENDE 

et al., 2019). Na primeira etapa do estudo foi feita uma validação funcional de grupos 

de transcritos, mais especificamente de enzimas, cujas atividades são conhecidas e 

poderiam ser acessadas a partir de ensaios enzimáticos, utilizando substratos 

fluorescentes, derivados de ésteres substituídos de ácidos carboxílicos com diferentes 

comprimentos de cadeia, rotineiramente utilizados para triagem e caracterização de 

lipases (DE MONPEZAT et al., 1990; MATEOS et al., 2007). Na segunda etapa foi 

feita a identificação e caraterização parcial de uma panteteinase que se revelou como 

o produto do gene mais reprimido do perfil transcriptômico das larvas resistentes e 

ainda não foi estudada em insetos.  

Inicialmente foi avaliada a atividade enzimática de lipases, que são moléculas 

envolvidas no metabolismo lipídico de insetos. Os lipídios são fundamentais para 

formar as reservas energéticas, são componentes das estruturas celulares, hormônios 

e podem desempenhar papéis críticos na imunidade e reprodução (GONDIM et al., 

2018). Nossos resultados sugerem uma predominância da atividade das 

carboxilesterases, que em geral preferem substratos de cadeia curta, sobre as lipases 

verdadeiras, que tendem a preferir substratos de cadeia longa. No entanto, as 

especificidades do substrato dessas enzimas têm uma superposição considerável, 

especialmente contra substratos fluorescentes solúveis em água e muito sensíveis 

como ésteres MU (CHANG et al., 2021; IMANAKA et al., 1984; RIVERA-PEREZ et al., 

2011 ; RUIZ et al., 2002). É importante lembrar que o aumento da atividade de 

carboxil-esterases pode estar envolvido em vários exemplos de resistência metabólica 

de Cx. quinquefascuatus a inseticidas (LOPES et al., 2019; YAVASOGLU; SIMSEK, 

2021). No entanto, em larvas resistentes  RIAB59, essas enzimas apresentaram uma 

atividade reduzida e esse status não é consistente com um papel na desintoxicação 

de xenobióticos. É provável que a atividade mais baixa dessas enzimas possa estar 

envolvida com outros processos, conforme discutido posteriormente. A menor 

atividade de lipases no intestino médio de larvas resistentes mostrada neste estudo é 

consistente com o status de repressão (LFC de 1,6 a 5,43) de transcritos do 

metabolismo lipídico previamente encontrados (lipases CPIJ002726, CPIJ004230, 
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CPIJ001036, CPIJ004227, CPIJ001035, CPIJ003525); fosfolipases CPIJ004228, 

CPIJ019675, CPIJ002340; triacilglicerol lipase CPIJ004226) (REZENDE et al., 2019). 

As panteteinases (CPIJ017593, CPIJ017592), são outro exemplo, de transcritos sob 

um forte satus de repressão com LFC que foi ainda mais significativo (7,13) do que 

para o gene cqm1 (4,65) que é o principal gene que confere resistência. Essas 

enzimas são responsáveis pela catálise da panteteína em ácido pantotênico e 

cisteamina (BARTUCCI et al., 2019) e foi recentemente demonstrado que 

desempenham um papel central na modulação da lipólise em humanos (CHEN et al., 

2020). Na investigação de possíveis consequências relacionadas a estas alterações 

foi detectado que a colônia resistente apresentou uma redução significativa do 

acúmulo de lipídios tanto em larvas como em adultos indicando um possível impacto 

no metabolismo. Entretanto a redução desta reserva pode não estar diretamente 

relacionada à menor atividade lipásica observada, visto que a repressão destas 

moléculas geraria potencialmente um maior acúmulo de lipídeos totais e não uma 

redução.  O metabolismo de lipídios é complexo e formado por várias vias e moléculas, 

que estão envolvidas na formação destas reservas. Assim, os dados deste trabalho 

mostram que o metabolismo de lipídios em Cx. quinquefasciatus, resistentes à Bin 

possuem alterações, embora não seja possível relacionar diretamente os dados de 

atividade das enzimas avaliadas com a dramática redução de 58% da reserva de 

lipídeos observada. Aqui cabe citar outros transcritos alterados ligados ao 

metabolismo de lipídios com expressivo valor de LFC que também foram encontrados 

no transcriptoma da colônia resistente RIAB59 (REZENDE et al., 2019) e podem estar 

envolvidos neste processo. Exemplos de transcritos sub expressos são a 

apolipoproteína D (CPIJ015726/CPIJ015727), apolipoforina III (CPIJ007775), 

superfamília da hidroxilase de ácidos graxos (CPIJ009045) e piruvato desidrogenase 

(CPIJ014889). A apolipoforina III, por exemplo,  é uma proteína associada à lipoforina 

que auxilia na manutenção da sua hidrofobicidade quando esta está repleta de lipídios 

que são transportados da hemolinfa até os locais de absorção e armazenamento (VAN 

DER HORST, RYAN, 2017). Os transcritos do metabolismo de lipídeos super 

expressos em larvas RIAB59 foram a 2-hidroxiacil-CoA liase 1 CPIJ014172), além de 

transcritos de fosfolipases (CPIJ000903, CPIJ013122), que estão envolvidas na 

digestão de ácidos graxos e fosfolipídios (GONDIM et al., 2018). É importante 

destacar que ácidos graxos de cadeia curta, como acetato e butirato, são moduladores 

de processos de acúmulo de lipídios e estão envolvidos no metabolismo lipídico 
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(KASUBUCHI et al., 2015). Embora não tenha sido possível explicar como as 

alterações encontradas em enzimas e transcritos poderiam impactar o acúmulo de 

lipídios, devido à complexidade das vias e modulação dos diferentes genes possíveis 

envolvidos, nossos dados sugerem sua relação com o status de resistência. Vale 

ressaltar que os fatores mais importantes que modulam diretamente essas reservas, 

como a dieta (HUCK; KLEIN; MEUTI, 2021; SASMITA et al., 2019; SOUZA et al., 

2019) e densidade larval (SILVA et al., 2021), foram mantidos sob controle durante 

este estudo. Assim as caraterísticas diferenciais encontradas podem ser o resultado 

de um processo de co-seleção de genes envolvidos em outros processos fisiológicos, 

podendo ter efeitos ou não no fitness dos insetos, como será discutido a seguir. 

O acúmulo de lipídios significativamente menor em indivíduos resistentes pode 

ter impacto nos processos fisiológicos. A resistência a inseticidas podem impactar 

negativamente as reservas energéticas, devido ao gasto para gerar uma maior 

expressão de enzimas envolvidas no processo metabólico de detoxificação do 

inseticida (DINIZ et al., 2015). Assim, insetos resistentes podem ter uma vantagem 

adaptativa em um ambiente onde estão expostos de forma constante a determinados 

inseticidas, mas em contrapartida, pode haver um custo biológico. Neste caso, os 

insetos resistentes podem demonstrar um desempenho reduzido, com efeitos 

negativos em certos processos fisiológicos, tais como a fecundidade e longevidade 

(KLIOT; GHANIM, 2012). Em larvas de Anopheles stephensis expostas a fitoextratos, 

foi observado um aumento de açúcares. Enquanto isso, em Cx. quinquefasciatus 

houve uma redução destas reservas. E para o conteúdo de lipídios, foi observada uma 

redução em ambas as espécies avaliadas (SHARMA et al., 2011). Em outro estudo, 

com fêmeas de Culex pipiens resistentes a inseticidas pela superprodução de 

esterases, apresentaram uma menor quantidade de lipídios e açúcares e, 

consequentemente, menos energia total em relação a fêmeas suscetíveis (RIVERO 

et al., 2011). O estudo de Diniz et al., (2015) demonstrou que Ae. aegypti resistentes 

ao organofosforado temephos apresentaram recursos energéticos totais (lipídio e 

glicogênio) reduzidos. No nosso trabalho, o mecanismo e características da 

resistência à toxina Bin, uma proteína bacteriana com ação inseticida, são diferentes. 

Em relação às reservas, por exemplo, foi observado um padrão de redução no 

acúmulo de lipídios em paralelo a um aumento na quantidade de reservas de 

açúcares, ou seja, um padrão que não teria necessariamente custo biológico. 
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A avaliação da atividade de α-glicosidases e da reserva de açúcares redutores 

foi realizada, uma vez que larvas RIAB59 resistentes são caracterizadas pela 

ausência de expressão das α-glicosidases Cqm1 no intestino médio e apresentaram 

um perfil de termos enriquecidos nas vias do metabolismo de carboidratos. As larvas 

resistentes tiveram uma atividade significativamente menor usando substrato de 

sacarose, enquanto uma avaliação anterior de duas outras linhagens resistentes a Bin 

que também são caracterizadas pela falta de Cqm1, a atividade utilizando ambos os 

substratos foi similar à colônia suscetível (MENEZES et al., 2021). Embora a avaliação 

da atividade α-glicosidase em larvas pareça conflitante, o aumento acentuado no 

armazenamento de açúcares redutores indica que, de alguma forma, o metabolismo 

de carboidratos em indivíduos resistentes apresenta alteração. As reservas de energia 

alteradas em indivíduos resistentes podem ter consequências importantes, uma vez 

que os lipídios e os açúcares são as principais fontes de energia para o 

desenvolvimento do mosquito. Além disso, a produção e utilização de lipídios e 

açúcares estão intrinsecamente ligados, sendo moléculas críticas para a 

sobrevivência e metabolismo (ARRESE; SOULAGES, 2010; GONDIM et al., 2018). O 

glicogênio é acumulado no corpo gorduroso, sendo responsável por disponibilizar a 

glicose para outros tecidos (ARRESE; SOULAGES, 2010). Esta é a fonte direta de 

glicose para metamorfose, voo e uma fonte importante para a produção de ácidos 

graxos pelo mecanismo de síntese de novo (ARRESE; SOULAGES, 2010; GONDIM 

et al., 2018). Seria possível hipotetizar, por exemplo, que a maior reserva de 

carboidratos dos indivíduos resistentes poderia ser uma fonte para produção de 

ácidos graxos e assim compensar o baixo acúmulo de lipídios. O processo de síntese 

de novo pode contribuir para a homeostase lipídica, ativando a síntese de ácidos 

graxos quando os carboidratos estão disponíveis. A síntese de novo de ácidos graxos 

também pode ocorrer pela incorporação de acetato, metabolizado em triacilglicerol, 

conforme descrito em insetos, incluindo Ae. aegypti (ARRESE et al., 2001; BUCKNER; 

HAGEN, 2003; ZIEGLER; IBRAHIM, 2001).  

O enriquecimento de DEGs de larvas resistentes RIAB59 nas vias metabólicas 

da Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

(https://www.genome.jp/kegg/pathway.html) mostraram um cenário complexo. Para o 

metabolismo lipídico, foram encontradas quatro vias reguladas negativamente e uma 

regulada positivamente com termos enriquecidos. Para os carboidratos, seis vias 
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apresentaram termos regulados negativamente enriquecidos e quatro vias reguladas 

positivamente foram encontradas (REZENDE et al., 2019). Portanto, a transcriptômica 

dessas larvas resistentes indica um painel amplo de informações envolvendo vários 

genes e vias metabólicas, enquanto que os dados deste estudo mostraram dados 

funcionais em escala limitada. 

A microbiota do mosquito também vem sendo apontada como um importante 

componente que pode impactar as reservas energéticas. No caso do nosso modelo 

deve ser destacado que as larvas RIAB59 foram expostas cronicamente a L. 

sphaericus, um larvicida microbiano que pode afetar a microbiota intestinal do 

mosquito, como demosntrado anteriormente por Tetreau et al., (2018). Um estudo 

recente mostrou que a microbiota reduzida em Culex pipiens pipiens em diapausa 

estava associada a maiores reservas de carboidratos e menor reserva lipídica, que 

por sua vez estava relacionada à incapacidade desses indivíduos de converter 

açúcares para acumular lipídios. Isto ocorre porque a microbiota é importante para 

preparar estes indivíduos para entrar no processo de diapausa. O estudo sugere que 

a microbiota esteja diretamente relacionada ao metabolismo dos carboidratos 

ingeridos para permitir o acúmulo de lipídios na preparação da diapausa, ou ainda, 

que a microbiota forneça vitaminas ou micronutrientes, necessários para o acúmulo 

de lipídios em Cx. pipiens pipiens (DIDION et al., 2021). Em mamíferos, metabólitos 

da microbiota como ácidos graxos de cadeia curta (ex. butirato, acetato) são críticos 

na modulação de acúmulo de lipídeos (KASUBUCHI et al., 2015). Uma revisão sobre 

os efeitos da exposição de mosquitos às toxinas bacterianas na microbiota mostra 

que, em larvas expostas ao Bti, por exemplo, pode ocorrer uma redução da microbiota 

que está associada a uma amplificação dos efeitos inseticidas nas larvas e alterações 

na suscetibilidade dos adultos a arbovírus (DACEY; CHAIN, 2020). Estudos recentes 

mostram que fêmeas de Ae. aegypti expostas ao Bti podem apresentar uma menor 

suscetibilidade a arbovírus, mas a microbiota não foi investigada nestes trabalhos 

(CARVALHO et al., 2021; MOLTINI-CONCLOIS et al., 2018). Outros estudos também 

apontaram a importância da microbiota no desenvolvimento e crescimento dos insetos 

(COON et al., 2020; VALZANIA et al., 2018). A nossa colônia resistente de Cx. 

quinquefasciatus RIAB59 apresentou um perfil de reservas alterado, e a investigação 

da microbiota das colônias é um aspecto interessante a ser investigado, em vista do 

potencial impacto que a exposição de mosquitos a bactérias usadas no controle de 
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mosquitos pode ter sobre a biologia, fisiologia e competência vetorial (DACEY; 

CHAIN, 2020). 

Devido à importância dos lipídios e carboidratos em processos fisiológicos 

importantes como a reprodução (GONDIM et al., 2018; HAHN; DENLINGER, 2007; 

HORNE; HARITOS; OAKESHOTT, 2009), no nosso estudo, a fecundidade e 

fertilidade das fêmeas resistentes foi determinada e comparada às suscetíveis. 

Esperávamos que o acúmulo reduzido de lipídios, encontrado nos indivíduos 

resistentes, pudesse afetar esses parâmetros reprodutivos como observado em outros 

estudos (KAWOOYA; LAW, 1988; PEREZ; NORIEGA, 2013). Porém a fecundidade e 

fertilidade das fêmeas de ambas as colônias foi similar e é possível que este efeito 

possa ser mais acentuado na produção de ovos naquelas espécies em entram em 

diapausa, como relatado para Cx. pipiens pipiens (BENOIT; DENLINGER, 2007). 

Outros parâmetros biológicos como a longevidade podem ser potencialmente 

afetados e avaliações adicionais são necessárias. Foi observada uma redução na 

quantidade de ovos produzidos nas fêmeas de ambas as linhagens, criadas sob 

condições de estresse. Portanto, este foi um efeito deletério direto da disponibilidade 

de alimentos na reprodução de Cx. quinquefasciatus, como demosntrado em outros 

estudos (AGNEW; HAUSSY; MICHALAKIS, 2000; DODSON; KRAMER; RASGON, 

2012; UKUBUIWE et al., 2019). Nossos ensaios revelaram um aspecto interessante 

que foi uma taxa relativamente alta de eclosão de larvas (~50%) de ovos armazenados 

por cinco dias em câmara úmida. A viabilidade do ovo sob estas condições não vem 

sendo investigada, pois Cx. quinquefasciatus não apresenta quiescência como 

encontrado para algumas espécies, como Ae. aegypti (FARNESI, et al., 2017; 2015; 

VARGAS et al., 2014). Este resultado mostra que, apesar de Cx. quinquefasciatus não 

ter quiescência, é possível manter a viabilidade dos ovos por alguns dias, o que pode 

facilitar a logística de experimentos em laboratório. 

Neste estudo, a atividade de outro grupo de enzimas também foi avaliada, no 

caso, as aminopeptidases, tripsinas e quimotripsinas que são importantes proteases, 

envolvidas na digestão e imunidade de insetos (BALASUBRAMANIAN; TOUBARRO; 

SIMÕES, 2010; HENRIQUES et al., 2020). As aminopeptidases e as quimotripsinas 

apresentaram maior atividade do que as tripsinas, mas todas as proteases 

apresentaram atividade semelhante nas amostras do intestino médio de ambas as 

linhagens. Portanto, nenhuma evidência de validação funcional de sua expressão 
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diferencial em larvas resistentes foi encontrada. Isso pode sugerir que outras formas 

de regulação da expressão podem estar envolvidas, como mecanismos pós-

transcricionais ou pós-traducionais, que já foram descritos para a regulação das 

atividades de proteases intestinais em vetores de insetos (BRANDON et al., 2008). 

Alternativamente, a compensação pela repressão de alguns genes pode ser superada 

pela super expressão de outros produtos gênicos nas famílias multigênicas de serina-

proteases e aminopeptidases (ISOE et al., 2009; WANG et al., 2020). Outro grupo de 

enzimas cujo padrão de expressão diferencial não foi validado neste estudo foram as 

enzimas detoxificadoras GSTs. No perfil transcriptômico de larvas resistentes vários 

transcritos de GSTs estão super expressos (REZENDE et al., 2019) mas ainda não 

há evidência da participação destas enzimas na metabolização de toxinas de 

larvicidas biológicos. A avaliação de uma colônia de Ae. aegypti submetida à 

exposição contínua ao Bti por mais de vinte gerações, por exemplo, não apontou 

alterações na atividade de quatro grupos de enzimas detoxificadoras, incluindo as 

GSTs (CARVALHO et al., 2018). Assim, mais estudos são necessários para investigar 

o eventual papel destas enzimas na metabolização de toxinas bacterianas com ação 

inseticida. 

Os estudos de resistência de mosquitos à inseticidas têm revelado três 

mecanismos principais: alterações no sítio alvo do inseticida (receptor), resistência 

metabólica que inviabiliza o inseticida de chegar ao alvo pela detoxificação e 

alterações da cutícula que reduzem a penetração do inseticida no tegumento  (BLACK 

IV et al., 2021). Em geral, as mudanças no sítio alvo do inseticida resultam em custo 

de aptidão, e a resistência metabólica ou de penetração reduzida de inseticida na 

cutícula pode estar relacionada à resistência cruzada. Nossos estudos sobre a 

resistência de Cx. quinquefasciatus à toxina Bin de L. sphaericus revelou um 

interessante modelo a ser explorado para gerar novos conhecimentos em relação a 

resistência a inseticidas. . O primeiro aspecto para reflexão é que o mecanismo de 

resistência de Cx. quinquefasciatus à toxina Bin resulta na supressão do sítio alvo, ou 

o receptor do epitélio intestinal, o que impedem a ligação e gera um nível de 

refratariedade total (FERREIRA; SILVA-FILHA, 2013). Este efeito é muito mais 

drástico do que o efeito de mutações no receptor que apenas reduzem sua a afinidade 

da ligação aos inseticidas, que é a situação encontrada na resistência à inseticidas 

químicos (BRAGA; VALLE, 2007). O segundo aspecto diferencial é que a resistência 
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à Bin não parece estar relacionada a um custo dos principais parâmetros biológicos. 

O estudo transcriptômico e este estudo de validação funcional de indivíduos 

resistentes à toxina Bin mostram alterações significativas, como as atividades de 

enzimas e de reservas energéticas alteradas. Entretanto, estas alterações não 

parecem estar relacionadas com um custo de aptidão biológica relevante, em 

contraste com o frequente registro de custos biológicos reportados em populações 

resistentes a inseticidas químicos, que comprometem aspectos do desenvolvimento, 

reprodução e até a viabilidade das colônias (KLIOT; GHANIM, 2012). Um aspecto 

importante é que estas características da colônia resistente foram detectadas com 

indivíduos que não foram tratados com L. sphaericus, ou seja, os resultados funcionais 

não resultam de uma condição de indução. Assim o modelo de resistência toxina 

Bin/Cx. quinquefasciatus, apresentam peculiaridades que são importantes para 

compreender de uma forma mais ampla as consequências associadas ao status de 

resistência. 

Dentre as características moleculares diferenciais dos indivíduos resistentes 

foram ainda identificadas as panteteinases, que são moléculas ainda praticamente 

desconhecidas em insetos. O gene da panteteinase foi o mais reprimido no 

transcriptoma de intestinos de larvas de Cx. quinquefasciatus resistentes à toxina Bin 

(REZENDE et al., 2019). O perfil do transcriptoma comparativo de outras colônias 

resistentes à toxina Bin (REC e REC-2) também revelou o mesmo padrão, ou seja, as 

panteteinases foram os genes mais reprimidos. As panteteinases vêm sendo 

investigadas principalmente em humanos. A primeira panteteinase identicada em 

insetos, é a panteteinase de Cx. quinquefasciatus identificada neste estudo. Os 

ensaios de expressão de proteína recombinante em células  Sf9 revelaram uma 

panteteinase com 70 kDa, diferente do peso predito da sua sequencia primaria. A 

proteína candidata foi identificada com anticorpo anti-His, que tem alta especifidade 

por proteínas recombinantes com cauda de polihistidina, em diferentes amostras 

desde a sua detecção no meio total de cultivo até as proteínas purificadas em resina 

ativada com níquel. O reconhecimento destas proteínas com o anticorpo policlonal 

anti-Pan, também corroborou a identificação da panteteinase como uma proteína de 

70 kDa. Finalmente os resultados de caracterização por espectrometria de massas 

consolidou a identificação da proteína de 70 kDa como sendo a pantetheinase 

CPIJ017593. A principal panteteinase de humanos a Vanin-like protein 1 tem um o 
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peso molecular predito (57 kDa) e o observado (70 kDa) (AURRAND-LIONS et al., 

1996). No caso da vanina humana foi comprovado que essa diferença no peso 

molecular se deu exclusivamente devido à N-glicosilação da proteína. Estas 

modificações pós traducionais já foram observadas em estudos posteriores com 

panteteinases (AURRAND-LIONS et al., 1996; KASKOW et al., 2012; RUAN et al., 

2010; SUZUKI et al., 1999). Neste trabalho, foi demostrado que a panteteinase de Cx. 

quinquefasciatus possui três sítios preditos de N-glicosilação e ensaios in vitro 

apontaram uma discreta deglicosilação que, neste caso não justificam a diferença de 

peso molecular observado. Portanto, outras modificações pós-traducionais ou 

aspectos ligados ao folding das proteínas devem ser reponsáveis pelo peso aparente 

de 70 kDa desta proteína.  

Outra característica investigada foi se esta panteteinase é expressa de forma 

secretada ou como proteína de membrana. As panteteinases humanas VNN1 e VNN2 

são ligadas a membrana plasmática por uma âncora de glicosilfosfatidilinositol (GPI). 

Porém, na análise in silico de predição da panteteinase CPIJ017593, não foi detectada 

a sinalização para esta âncora, apesar de já ter sido observado em outros estudos de 

panteteinases humanas (JANSEN et al., 2013; KASKOW et al., 2012; PACE; 

BRENNER, 2001). Estudos realizados em insetos detectaram panteteinases ou 

Vanin-like proteins em amostras de microvilli intestinal, dando suporte para a hipótese 

desta proteína ser expressa como uma proteína ligada a membrana (FERREIRA; 

NAQUET; MANAUTOU, 2015; TOPRAK et al., 2016; YAO et al., 2014, 2017). Além 

desses estudos, em avaliações realizadas em amostras do microvilli intestinal de Cx. 

quinquefasciatus, a panteteinase foi identificada (REZENDE et al., 2017). No nosso 

estudo, as panteteinases também foram imunodetectadas em amostras do microvilli 

de Cx. quinquefasciatus o que indica a sua expressão como proteína de membrana. 

Sendo assim, seriam necessárias mais análises para que pudesse obter resultados 

mais específicos em relação a esta característica que é de grande importância 

considerando a seu potencial papel na interação com toxinas, patógenos e tráfico de 

proteínas na membrana celular . 

Uma das hipóteses do trabalho é que a panteteinase pode estar envolvida no 

modo de ação das toxinas de L. sphaericus, visto que em estudos anteriores esta 

proteína foi detectada como possível ligante da toxina Cry48Aa/Cry49Aa em Cx. 

quinquefasciatus (REZENDE et al., 2017) pela sua presença no microvilli de larvas 
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tratadas. Em seguida ela foi detectada como um segundo marcador de resistência 

pela seu status de alta repressão juntamente com o gene cqm1 causador da 

resistência (REZENDE et al., 2019). O único relato de detecção de uma panteteinase 

relacionada à larvicidas microbianos foi uma análise de transcritos diferencialmente 

expressos no lepidoptero Ostrinia nubialis após tratamento com a toxina Cry1Ab de 

Bacillus thuringiensis, ou uma linhagem resistente a esta toxina que detectou dois 

genes homólogos a panteteinase, dentre um amplo conjunto de moléculas 

diferencialmente expressas (YAO et al., 2014, 2017), e relação destas proteínas com 

o modo de ação da toxina não foi discutida. No nosso estudo não foi possível avançar 

nos ensaios funcionais para avaliar se a panteteinase poderia estar implicada com a 

lição à toxina Bin, devido à limitações de quantidade de proteína recombinante 

purificada. Para os estudos das panteteinases nativas a principal dificuldade é a 

detecção desta proteína utilizando o anticorpo policlonal produzido. Foi possível 

imunodetectar a proteína em amostras nativas e recombinantes com o anticorpo 

policlonal anti-Pan, mas com baixa capacidade de reconhecimento o que impossibilita 

ensaios robustos. Esta dificuldade pode ser devido a uma baixa expressão desta 

proteína nas amostras biológicas utilizadas ou a uma baixa especificidade do 

anticorpo produzido para o antígeno alvo. A primeira hipótese não parece ser a mais 

provável pois o perfil quantitativo dos transcritos em larvas individuais corrobora o seu 

perfil de expressão desta proteína. Outras proteínas de microvilli de intestino de 

mosquitos já estudadas pelo nosso grupo, o receptor Cqm1 de Cx. quinquefasciatus 

e seu ortólogo Aam1 de Ae. aegypti, foram detectadas com elevada especificidade e 

intensidade com anticorpos policlonais produzidos sob as mesmas condições 

(FERREIRA et al., 2010, 2014; NASCIMENTO et al., 2017; ROMÃO et al., 2006). A 

ausência de anticorpos comerciais para estas análises não permitiu contornar este 

problema. Há disponível um anticorpo comercial contra a Vanin-1, a principal 

panteteinase de humanos (Anti-VNN1, AB1406746 Sigma-Aldrich), porém a 

identidade é baixa e os testes preliminares de utilizá-los para a detecção da 

panteteinase CPIJ017593 realizados não tiveram sucesso. Como descrito, a produção 

de transcritos da panteteinase em larvas da colônia suscetível e sua imunodetecção 

em microvilli de larvas indicam que a proteína é produzida em microvilli intestinal e, 

portanto, passível de ser detectada. Portanto é necessário um sistema mais robusto 

de detecção para o avanço da investigação das panteteinases nativas. 
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Neste contexto, para as panteteinases humanas que sendo bastante estudadas 

pelo seu envolvimento em diversas patologias, foram desenvolvidos ensaios de 

atividade catalítica da panteteinase de forma cromogênica ou fluorimétrica (DUPRÈ et 

al., 1984; ROMMELAERE et al., 2013; RUAN et al., 2009). Apesar da existência 

destes métodos enzimáticos, os substratos utilizados não estão disponíveis 

comercialmente e talvez não seja adequados para as panteteinases de insetos As 

panteteinases também podem ser investigadas através da imunodetecção e 

imunoadsorção com anticorpos monoclonais anti-vanin 1 e anti-vanin 2 

(BORNHAUSER et al., 2020; NITTO; INOUE; NODE, 2008; PITARI et al., 2000; 

ROMMELAERE et al., 2013). Como já descrito, estes anticorpos comerciais são 

específicos para panteteinases de humanos, cujas sequencias possuem baixa 

identidade em relação à panteteinase investigada neste estudo.  

A maioria das funções descritas das panteteinases e seu envolvimento em 

patologias foram investigados em humanos e camundongos. Estas proteínas foram 

inicialmente descritas devido ao seu papel na aderência de células do timo com 

células estromais perivasculares. A panteteinase vem sendo estudada em diversas 

frentes tais como sua função na síntese de cisteamina e seus produtos, antagonista 

do receptor peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR), regulador da 

adipogênese, modulador do metabolismo de lipídios, regulador da sensibilidade a 

insulina e participante no processo de diferenciação de adipócitos (AHMADIAN et al., 

2013; SUWAKI et al., 2007). Além disso, ela está envolvida em metabolismo de ácidos 

graxos (BERRUYER et al., 2006;  VAN DIEPEN et al., 2014; POVERO et al., 2013; 

ROMMELAERE et al., 2014), regulação da oxidação da gordura hepática (BARTUCCI 

et al., 2019; VAN DIEPEN et al., 2014; RAKHSHANDEHROO et al., 2010) e pode 

funcionar como um sensor de estresse oxidativo (CHEN et al., 2020). Um estudo 

recente confirmou o papel da panteteinase promovendo o processo de lipólise. Ao 

comparar tecido adiposo branco de camundongos selvagens e camundongos inibidos 

da VNN 1 (Vanin-1-/-), Chen et al. (2020) mostrou uma maior acumulação de gordura 

em camundongos inibidos, sugerindo, portanto, o papel da panteteinase neste 

processo. Estes dados sobre as panteteinase humanas indicam perspectivas para o 

estudo do papel de panteteinases de insetos no metabolismo de lipídios. O nosso 

estudo mostrou um cenário promissor para investigar as panteteinases em Cx. 

quinquefascitus com um alto nível de repressão associado a um fenótipo de 
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resistência à toxina Bin, perfil de outros transcritos envolvidos no metabolismo 

alterados, alteração na atividade de algumas lipases e das reservas lipídicas. 
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10 CONCLUSÕES 
 

 A resistência das larvas de Culex quinquefasciatus à toxina Bin está associada 

a uma atividade enzimática diferencial de lipases e α-glicosidases, sendo uma 

validação funcional de alguns transcritos de destaque do transcriptoma obtido 

previamente.  

 Larvas de Cx. quinquefasciatus resistentes a toxina Bin apresenta um perfil de 

reservas energéticas alterado em relação às larvas suscetíveis. 

 A fecundidade e fertilidade, nos indivíduos resistentes a toxina Bin, não 

apresentaram variação, isso sugere que as alterações nas reservas 

energéticas não provocam um custo biológico relevante nestes aspectos 

reprodutivos. 

 A panteteinase (CPIJ017593) de Cx. quinquefasciatus foi identificada como 

uma proteína de 70 kDa, que possui uma discreta N-glicosilação e outros 

fatores, ainda desconhecidos, são responsáveis pela discrepância em relação 

ao peso predito (57 kDa).  

 A panteteinase é expressa em larvas de Cx. quinquefasciatus suscetíveis e 

está potencialmente localizada no microvilli intestinal, ou seja, a mesma 

localização dos receptores Cqm1 da toxina Bin. A identificação desta 

panteteinase associada à status de resistência à toxina Bin abre perspectivas 

para seu estudo em Cx. quinquefasciatus. 
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APÊNDICE A – Outras atividades desenvolvidas 

 

- Cursos, estágios e participações em congressos: 

 Estágio de mobilidade estudantil para o Laboratório de Bioquímica e 

Fisiologia de Insetos do IOC-FIOCRUZ/RJ sob a supervisão do Dr. Fernando 

Ariel Genta e Dra. Samara Graciane da Costa Latgé. Colaboração realizada 

com o financiamento do edital de mobilidade discente da Fiocruz. Período: 

setembro a novembro 2019.  

 Curso de capacitação em Biossegurança na plataforma EAD da Fiocruz. 

Carga horária: 45h. Período: abril a maio 2020 

 Curso EAD: Mosquitos, bases da Vigilância e Controle. Carga horária: 30h. 

 Participação no 1° Simpósio virtual em Biociências e Biotecnologia em Saúde. 

Carga horária: 15h. Período: junho a julho 2020 

 Estágio à docência no Instituto Federal da Paraíba na disciplina “Gestão 

ambiental dos recursos hídricos” sob a supervisão da docente Dra. Karine da 

Silva Carvalho. Período: setembro a dezembro 2021 e maio a setembro 2022. 

 Participação e apresentação oral de trabalho no 57° Congresso de Medicina 

Tropical; Belém, 14-16 de novembro de 2022. 

 

 

- Formação em recursos humanos: 

 Co-orientação do aluno de mestrado Hyago Luiz Rique do PPG-BBS do IAM-

FIOCRUZ. Período: abril 2021 até o presente.  

 Co-orientação da aluna de iniciação científica do programa PIBIC-FIOCRUZ 

Nicolly Oliveira Magalhães graduanda do curso de Ciências Biológicas/UPE. 

Período: julho 2021 a setembro 2022 

  Co-orientação do aluno de iniciação científica do programa PIBIC-FIOCRUZ 

Yuri Mateus Garcia graduando do curso de Biomedicina/UFPE. Período: 

outubro 2022 até o presente. 

 Participação em banca de graduação da aluna Karinna Ketylim Nunes 

Figueredo na Faculdade Frassinete do Recife em dezembro de 2022. 
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APÊNDICE C – Artigo publicado 1 

 

 



116 
 

APÊNDICE D – Artigo publicado 2 

 

 

 

 



117 
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APÊNDICE F – Dados brutos 
 

Tabela Suplementar 1 - Conjunto de dados dos ensaios catalíticos para medir a atividade da lipase em intestino médio individual de larvas de Culex 
quinquefasciatus no início do 4º ínstar de uma colônia suscetível e resistente a Bin, usando cinco substratos. Atividade da lipase (A; mU/intestino). Proteína 
(P; µg/intestino). Atividade Específica (SA; U/g de proteína). 
Suscetivel 

  
 Acetato   

 Butirato    Heptanoato    Palmitato    Oleato     

N  A P SA  A P SA  A P SA  A P SA  A P SA 

1  
7.446 11.192 665.341  

4.775 20.489 233.073  
2.475 19.842 124.717 

 
0.062 33.316 1.856 

 
0.047 7.608 6.194 

2  
7.128 15.711 453.707  

4.068 17.048 238.635  
2.951 19.325 152.692 

 
0.122 37.712 3.226 

 
0.034 3.892 8.677 

3  
7.767 34.920 222.436  

4.491 18.318 245.188  
2.999 19.653 152.580 

 
0.036 31.386 1.137 

 
0.023 4.477 5.185 

4  
8.857 9.996 886.076  

4.632 17.055 271.606  
2.723 14.487 187.957 

 
0.049 32.791 1.500 

 
0.022 2.019 11.099 

5  
8.049 15.780 510.099  

5.126 21.921 233.836  
3.180 21.725 146.366 

 
0.091 18.487 4.907 

 
0.025 6.988 3.525 

6  
7.914 21.643 365.650  

4.676 18.502 252.739  
3.288 7.984 411.777 

 
0.077 20.006 3.845 

 
0.020 7.465 2.622 

7  
6.739 12.721 529.762  

4.606 18.460 249.504  
4.457 26.267 169.697 

 
0.088 22.367 3.946 

 
0.014 0.862 16.665 

8  
6.364 18.029 353.004  

4.671 30.407 153.604  
3.404 23.503 144.844 

 
0.084 54.136 1.549 

 
0.019 7.433 2.512 

9  
6.629 10.724 618.180  

3.945 24.864 158.647  
3.644 22.038 165.370 

 
0.089 52.623 1.696 

 
0.028 17.724 1.584 

10  
7.405 16.716 443.003  

3.837 15.712 244.195  
3.906 38.035 102.687 

 
0.088 24.117 3.645 

 
0.073 11.395 6.433 

11  
6.676 14.025 476.022  

3.982 20.028 198.803  
3.169 51.471 61.573 

 
0.097 20.197 4.807 

 
0.069 26.155 2.655 

12  
7.031 16.629 422.795  

4.786 9.631 496.896  
3.881 17.698 219.272 

 
3.078 20.981 0.927 

 
0.050 11.775 4.246 

13  
6.568 12.218 537.567  

3.078 17.513 223.210  
3.078 16.229 189.632 

 
3.276 12.739 1.356 

 
0.067 18.303 3.659 

14  
5.394 22.523 239.503  

3.276 25.295 115.855  
3.276 26.730 122.561 

 
2.949 21.588 0.722 

 
0.017 20.915 0.808 

15  
5.544 22.902 242.071  

2.949 27.079 127.067  
2.949 17.259 170.852 

 
2.907 26.857 0.593 

 
0.066 17.626 3.739 

16  
5.593 17.763 314.861  

2.907 26.429 130.271  
2.907 20.225 143.717 

 
3.012 23.140 0.811 

 
0.044 21.927 2.012 

17  
6.712 22.957 292.366  

3.012 20.511 183.190  
3.012 20.097 149.892 

 
3.281 25.432 0.691 

 
0.027 19.693 1.364 

18  
6.318 59.457 106.263  

3.281 16.722 206.788  
3.281 29.750 110.284 

 
2.893 27.406 0.548 

 
0.031 20.430 1.528 

19  
6.216 24.446 254.278  

2.893 22.564 169.359  
2.893 18.149 159.399 

 
3.160 19.602 0.862 

 
0.009 17.140 0.549 

20  
5.048 24.455 206.438  

3.160 25.644 148.620  
3.160 19.184 164.711 

 
2.822 21.412 0.810 

 
0.007 15.843 0.437 

21  
6.134 42.246 145.197  

2.822 21.299 148.896  
2.822 43.192 65.347 

 
3.304 12.838 1.432 

 
0.011 26.275 0.433 

22  
6.183 25.515 242.313  

3.304 19.610 201.954  
3.304 22.825 144.736 

 
3.159 37.810 0.451 

 
0.009 11.178 0.769 
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23  
5.891 30.955 190.304  

3.159 21.256 193.440  
3.159 22.553 140.085 

 
2.896 23.247 0.756 

 
0.031 15.716 1.966 

24  
6.130 16.111 380.452  

2.896 17.087 218.317  
2.896 36.637 79.043 

 
0.011 21.632 0.495 

 
0.020 14.935 1.371 

25  
5.750 14.499 396.619  

3.848 13.789 279.078  
3.311 16.928 195.562 

 
0.007 14.742 0.473 

 
0.033 6.948 4.787 

26  
7.212 22.105 326.249  

3.847 7.319 525.646  
2.834 13.767 205.872 

 
0.009 12.481 0.736 

 
0.009 18.978 0.455 

27  
7.453 11.313 658.796  

4.518 11.436 395.073  
2.900 15.860 182.819 

 
0.007 14.811 0.482 

 
0.008 26.194 0.297 

28  
7.269 15.911 456.861  

4.789 16.789 285.270  
2.730 10.713 254.870 

 
0.007 19.791 0.346 

 
0.009 17.133 0.553 

29  
6.981 13.803 505.746  

4.740 7.712 614.631  
2.706 10.579 255.795 

 
0.007 9.093 0.754 

 
0.010 27.370 0.359 

30  
5.662 10.626 532.871  

4.557 16.476 276.595  
2.507 7.117 352.255 

 
0.007 19.795 0.344 

 
0.062 18.504 3.328 

31  
5.586 11.566 482.988  

4.530 7.309 619.869  
2.567 4.562 562.754 

 
0.006 8.454 0.673 

 
0.034 17.101 1.990 

32  
6.912 12.368 558.890  

4.601 10.871 423.208  
2.629 5.854 449.016 

 
0.009 11.918 0.751 

 
0.031 35.679 0.858 

33  
6.994 12.926 541.054  

4.434 12.137 365.313  
2.705 7.246 373.311 

 
0.011 11.846 0.906 

 
0.062 35.987 1.723 

34  
6.007 14.092 426.264  

4.604 10.575 435.385  
3.200 12.035 265.879 

 
0.011 11.428 0.946 

 
0.095 30.192 3.162 

35  
6.558 16.622 394.552  

4.701 14.144 332.331  
3.160 17.946 176.096 

 
0.010 11.874 0.840 

 
0.042 25.593 1.640 

36  
7.480 20.536 364.265  

4.697 20.584 228.203  
3.483 17.760 196.102 

 
0.007 15.848 0.466 

 
0.085 8.835 9.585 

37  
7.481 41.105 181.987  

4.680 22.598 207.085  
2.644 20.810 127.057 

 
0.006 28.315 0.195 

 
0.063 22.170 2.853 

38  
7.351 24.310 302.399  

4.984 25.369 196.464  
2.868 27.804 103.138 

 
0.007 9.846 0.759 

 
0.054 17.062 3.175 

39  
7.209 18.798 383.482  

4.714 35.496 132.793  
2.725 22.468 121.266 

 
0.006 21.431 0.296 

 
0.083 32.183 2.571 

40  
7.340 33.387 219.847  

4.785 20.610 232.188  
2.655 20.941 126.772 

 
0.005 24.583 0.206 

 
0.104 35.525 2.917 

41  
7.109 24.095 295.021  

4.704 20.113 233.872  
2.302 11.222 205.098 

 
0.005 32.080 0.147 

 
0.119 43.854 2.711 

42  
7.387 18.100 408.122  

4.687 24.060 194.785  
2.914 24.806 117.487 

 
0.008 25.941 0.317 

  
  

43  
7.289 23.580 309.134  

4.640 25.213 184.038  
2.593 9.686 267.647 

 
0.006 21.546 0.271 

  
  

44  
7.449 23.594 315.710  

4.742 21.569 219.845  
2.688 13.450 199.831 

 
0.008 26.513 0.287 

  
  

45  
7.194 24.031 299.369  

4.927 23.751 207.428  
2.851 20.769 137.247 

 
0.007 25.414 0.294 

  
  

46  
7.415 24.471 303.011  

4.827 19.939 242.077  
2.750 24.303 113.147 

 
0.007 31.282 0.227 

  
  

47  
7.186 39.208 183.277  

4.727 19.849 238.153      
0.007 20.579 0.330 

  
  

Resistente 

  
 Acetato   

 Butirato    Heptanoato    Palmitato    Oleato     

N  A P SA  A P SA  A P SA  A P SA  A P SA 
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1 
 

7.278 8.588 847.538 
 

4.906 21.755 225.500 0.628 12.074 52.019 0.064 41.804 1.540 0.050 9.359 5.295 

2 
 

7.619 30.939 246.266 
 

4.727 27.740 170.407 
 

0.612 13.311 45.980 
 

0.054 29.904 1.801 
 

0.056 11.557 4.849 

3 
 

7.151 16.669 429.033 
 

4.594 25.625 179.277 
 

0.638 17.284 36.923 
 

0.072 30.753 2.336 
 

0.062 33.250 1.855 

4 
 

7.691 22.393 343.465 
 

4.590 15.094 304.072 
 

0.613 12.588 48.725 
 

0.054 12.594 4.302 
 

0.050 27.667 1.806 

5 
 

7.563 23.790 317.917 
 

4.907 22.989 213.469 
 

0.585 14.580 40.107 
 

0.051 27.894 1.834 
 

0.035 10.556 3.327 

6 
 

7.736 11.119 695.690 
 

4.731 32.112 147.342 
 

0.573 13.061 43.884 
 

0.053 21.521 2.451 
 

0.050 25.615 1.935 

7 
 

7.115 21.897 324.913 
 

4.931 17.108 288.223 
 

0.591 32.122 18.402 
 

0.057 27.952 2.028 
 

0.046 22.566 2.031 

8 
 

7.372 35.689 206.568 
 

4.961 23.284 213.075 
 

0.601 11.245 53.459 
 

0.094 18.352 5.101 
 

0.062 14.828 4.195 

9 
 

5.921 19.981 296.321 
 

4.751 21.343 222.582 
 

0.561 21.315 26.300 
 

0.061 17.130 3.572 
 

0.041 25.341 1.637 

10 
 

7.090 8.332 850.932 
 

5.104 26.789 190.534 
 

0.580 14.230 40.737 
 

0.022 24.962 0.895 
 

0.046 37.791 1.209 

11 
 

7.404 30.912 239.515 
 

4.783 21.738 220.054 
 

0.561 17.302 32.398 
 

0.020 18.836 1.039 
 

0.065 31.311 2.074 

12 
 

7.035 26.477 265.720 
 

4.889 20.510 238.380 
 

0.577 25.757 22.394 
 

0.018 23.892 0.744 
 

0.053 10.046 5.286 

13 
 

5.678 13.469 421.583 
 

4.452 31.079 143.237 
 

3.174 23.408 135.597 
 

0.020 26.394 0.769 
 

0.017 11.434 1.521 

14 
 

5.777 38.866 148.631 
 

2.991 23.975 124.757 
 

3.038 13.748 220.960 
 

0.019 21.084 0.923 
 

0.023 2.764 8.435 

15 
 

6.178 24.481 252.363 
 

4.013 20.972 191.370 
 

2.918 19.514 149.523 
 

0.020 30.356 0.645 
 

0.036 3.348 10.659 

16 
 

6.213 24.406 254.561 
 

4.005 25.060 159.831 
 

3.301 22.292 148.068 
 

0.020 25.593 0.765 
 

0.052 4.773 10.860 

17 
 

9.938 27.937 355.733 
 

3.844 21.080 182.335 
 

3.295 16.709 197.183 
 

0.020 15.069 1.351 
 

0.017 14.066 1.227 

18 
 

5.847 54.378 107.522 
 

3.745 15.992 234.206 
 

3.406 22.593 150.772 
 

0.018 22.195 0.801 
 

0.019 3.409 5.706 

19 
 

6.307 47.136 133.796 
 

3.485 20.569 169.430 
 

2.961 24.008 123.346 
 

0.019 22.774 0.816 
 

0.015 6.306 2.360 

20 
 

5.900 16.087 366.785 
 

3.506 20.266 172.996 
 

2.898 10.528 275.239 
 

0.019 19.511 0.973 
 

0.031 4.377 7.135 

21 
 

5.746 28.514 201.527 
 

3.306 23.967 137.937 
 

2.123 25.470 83.350 
 

0.019 8.869 2.160 
 

0.008 1.285 6.348 

22 
 

5.610 16.359 342.930 
 

4.075 17.727 229.882 
 

3.228 17.622 183.175 
 

0.010 21.407 0.479 
 

0.025 2.887 8.576 

23 
 

5.877 38.845 151.296 
 

3.948 15.371 256.838 
 

5.256 19.197 273.798 
 

0.008 34.467 0.241 
 

0.007 22.133 0.726 

24 
 

5.782 15.856 364.672 
 

3.799 12.478 304.421 
 

3.139 12.791 245.414 
 

0.010 23.879 0.408 
 

0.016 30.152 0.649 

25 
 

7.210 18.453 390.744 
 

4.835 23.159 208.788 
 

3.271 29.570 110.625 
 

0.009 27.480 0.318 
 

0.020 35.476 0.744 

26 
 

7.318 15.813 462.799 
 

4.503 16.991 264.997 
 

2.794 16.680 167.482 
 

0.011 30.793 0.342 
 

0.026 29.158 0.722 

27 
 

8.012 23.571 339.893 
 

4.979 10.907 456.488 
 

3.196 24.422 130.868 
 

0.010 35.362 0.273 
 

0.021 28.053 0.992 

28 
 

7.570 38.000 199.216 
 

5.118 23.928 213.893 
 

3.251 31.791 102.261 
 

0.009 24.816 0.367 
 

0.028 22.243 0.709 

29 
 

7.185 28.490 252.204 
 

4.772 17.862 267.153 
 

2.654 17.233 154.020 
 

0.009 21.736 0.407 
 

0.016 45.673 0.488 

30 
 

6.872 18.299 375.517 
 

4.840 27.455 176.273 
 

2.688 17.220 156.074 
 

0.010 21.401 0.457 
 

0.022 23.080 0.621 
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31 
 

7.160 17.149 417.526 
 

4.937 21.864 225.794 
 

2.587 9.495 272.508 
 

0.010 25.396 0.385 
 

0.014 15.399 0.520 

32 
 

7.247 21.456 337.747 
 

4.771 11.919 400.319 
 

2.596 11.530 225.179 
 

0.010 30.331 0.330 
 

0.008 30.150 1.124 

33 
 

7.301 28.827 253.267 
 

4.861 20.414 238.132 
 

2.920 15.979 182.760 
 

0.009 21.521 0.409 
 

0.034 35.448 0.824 

34 
 

7.494 10.939 685.082 
 

4.974 20.218 246.032 
 

3.350 25.518 131.274 
 

0.011 25.442 0.418 
 

0.029 17.977 0.711 

35 
 

7.433 27.476 270.514 
 

5.333 53.194 100.252 
 

3.032 23.249 130.412 
 

0.006 18.580 0.348 
 

0.013 17.943 1.729 

36 
 

7.015 9.762 718.649 
 

5.136 43.462 118.166 
 

2.744 22.461 122.188 
 

0.007 22.665 0.308 
 

0.031 20.798 3.554 

37 
 

6.771 29.343 230.774 
 

4.945 31.473 157.127 
 

2.520 26.579 94.815 
 

0.007 22.369 0.319 
 

0.074 28.898 1.712 

38 
 

6.952 23.243 299.115 
 

4.752 35.780 132.801 
 

3.092 31.861 97.047 
 

0.007 18.765 0.385 
 

0.049 15.655 2.308 

39 
 

7.273 24.951 291.470 
 

4.840 33.239 145.629 
 

2.871 26.709 107.476 
 

0.008 31.320 0.244 
 

0.036 26.669 1.728 

40 
 

6.792 35.153 193.202 
 

4.778 25.925 184.285 
 

2.902 32.742 88.637 
 

0.006 33.922 0.163 
 

0.046 20.934 2.581 

41 
 

6.848 33.445 204.748 
 

4.934 25.699 191.976 
 

2.825 36.448 77.519 
 

0.007 30.829 0.234 
 

0.054 24.552 2.827 

42 
 

7.050 40.153 175.586 
 

4.805 28.007 171.562 
 

2.894 34.030 85.040 
 

0.008 33.350 0.232 
 

0.069 22.695 4.867 

43 
 

7.009 26.717 262.357 
 

5.375 26.888 199.922 
 

2.587 21.465 120.543 
 

0.007 35.490 0.194 
 

0.110 24.728 3.543 

44 
 

7.487 27.229 274.967 
 

5.060 32.937 153.642 
 

2.795 27.779 100.625 
 

0.008 23.921 0.333 
 

0.088 24.084 3.730 

45 
 

7.060 23.266 303.454 
 

4.840 27.840 173.844 
 

2.895 31.128 92.998 
 

0.008 28.143 0.283 
 

0.090 24.220 2.368 

46 
 

7.196 23.845 301.764 
 

4.936 29.736 165.989 
 

2.528 22.760 111.053 
  

  
 

0.057 18.820 3.128 

47 
 

6.911 29.267 236.150 
 

5.210 27.721 187.940 
 

2.758 30.170 91.425 
  

  
    

48 
 

6.960 25.639 271.456 
 

4.865 23.908 203.498 
 

2.386 11.337 210.426 
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Tabela Suplementar 2 - Conjunto de dados dos ensaios catalíticos para medir a atividade de α-
glicosidase em intestino médio individual de larvas de Culex quinquefasciatus no início do 4º ínstar de 
uma colônia suscetível e uma colônia resistente a Bin usando diferentes substratos. Atividade da 
glicosidase (A; mU/intestino). Proteína (P; µg/intestino). Atividade Específica (SA; U/g de proteína). 
Suscetível 

N  MUαGlu       Sacarase     

   A P SA   A  P SA 

1  0.493 45.704 10.778   4.152 54.682 75.939 

2  0.293 30.994 9.466  1.013 14.986 67.583 

3  0.480 37.931 12.642  3.162 44.241 71.471 

4  0.563 45.304 12.429  4.314 38.160 113.056 

5  0.543 35.823 15.158  4.907 52.257 93.899 

6  0.569 45.497 12.508  3.217 49.099 65.515 

7  0.151 21.277 7.103  2.270 21.492 105.611 

8  0.634 36.790 17.226  3.283 57.180 57.419 

9  0.596 51.872 11.483  3.167 27.529 115.030 

10  0.256 26.274 9.732  2.805 27.536 101.864 

11  0.469 40.823 11.491  3.208 20.312 157.915 

12  0.176 22.249 7.915  2.365 18.407 128.482 

13  0.119 26.425 4.485  3.533 30.843 147.924 

14  0.187 37.656 4.960  2.083 29.255 139.671 

15  0.089 34.113 2.611  2.794 29.418 124.256 

16  0.196 18.484 10.583  4.162 45.956 112.843 

17  0.205 29.663 6.916  4.652 54.750 127.433 

18  0.173 20.950 8.235  2.723 23.339 111.427 

19  0.118 15.024 7.866  3.711 28.219 112.607 

20  0.219 22.149 9.905  2.054 16.379 168.717 

21  0.190 25.547 7.451  2.932 40.782 76.453 

22  0.151 21.913 6.889  3.197 24.047 144.832 

23  0.262 29.482 8.886  3.910 18.035 121.435 

24  0.283 23.284 12.171  2.280 16.195 70.008 

25  0.210 17.735 11.849  2.344 15.232 74.640 

26  0.400 32.215 12.428  3.110 21.897 131.503 

27  0.112 21.197 5.277  4.737 33.708 125.427 

28  0.381 37.768 10.091  2.572 21.151 71.883 

29  0.472 44.649 10.561  3.451 33.078 132.937 

30  0.464 39.748 11.680  3.237 21.083 216.813 

31  0.461 36.985 12.475  2.119 23.443 140.771 

32  0.327 28.585 11.451  2.460 26.208 153.859 
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33  0.244 25.384 9.594  2.400 28.456 142.026 

34  0.629 53.196 11.820  4.147 28.035 140.535 

35  0.533 40.469 13.165  3.323 23.789 121.594 

36  0.276 31.567 8.758  3.201 25.761 104.320 

37  0.468 42.118 11.104  3.628 32.148 153.553 

38  0.496 35.580 13.952  3.228 25.329 90.402 

39  0.451 36.543 12.329  3.974 35.666 93.871 

40  0.492 30.184 16.311  4.964 44.079 84.324 

41      5.382 31.897 114.544 

42      1.872 24.488 71.205 

43      5.295 36.560 94.988 

44      3.390 27.920 90.559 

45      4.111 58.721 84.963 

46      3.115 41.727 116.689 

 Resistente             

N  MUαGlu       Sacarase     

   A  P SA   

  

A  P SA 

1  0.417 66.476 6.268 2.517 19.506 129.055 

2  0.290 43.824 6.626  1.082 12.560 86.144 

3  0.402 46.985 8.546  2.975 32.775 90.783 

4  0.156 27.861 5.600  1.947 16.092 120.979 

5  0.600 55.674 10.783  3.206 41.201 77.804 

6  0.352 55.148 6.388  3.397 35.486 95.718 

7  0.265 43.937 6.036  2.455 33.962 72.288 

8  0.227 41.796 5.437  1.852 41.093 45.067 

9  0.357 43.834 8.143  2.711 24.569 110.353 

10  0.253 37.684 6.704  2.755 26.430 104.224 

11  0.161 20.901 7.712  2.267 26.943 84.153 

12  0.343 36.680 9.348  1.112 20.063 55.446 

13  0.293 37.086 7.898  4.357 50.901 27.904 

14  0.241 30.586 7.895  2.666 25.474 40.615 

15  0.295 27.402 10.762  3.729 40.359 50.165 

16  0.242 33.040 7.321  4.803 45.319 41.709 

17  0.311 34.548 9.011  4.603 48.624 54.082 

18  0.377 39.841 9.464  4.156 36.690 57.015 

19  0.320 28.570 11.199  1.089 36.741 32.311 

20  0.260 30.902 8.407  0.697 35.118 50.615 

21  0.351 29.335 11.965  3.911 32.027 39.178 
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22  0.240 35.816 6.694  1.325 38.307 77.458 

23  0.317 32.256 9.823  0.881 40.226 72.216 

24  0.452 27.775 16.256  0.777 33.712 28.461 

25  0.397 27.471 14.459  0.880 27.242 68.721 

26  0.281 25.134 11.170  1.252 35.713 29.650 

27  0.236 92.110 2.565  1.507 60.957 19.858 

28  0.244 46.775 5.224  1.006 41.292 122.131 

29  0.447 54.820 8.155  2.024 40.613 34.588 

30  0.289 33.365 8.647  1.107 58.170 21.900 

31  0.256 31.290 8.197  1.056 33.923 23.047 

32  0.484 38.713 12.492  1.273 31.858 32.300 

33  0.245 34.052 7.181  1.853 39.634 35.061 

34  0.353 27.994 12.626  1.598 57.264 24.730 

35  0.265 48.477 5.475  1.659 40.837 24.351 

36  0.275 31.639 8.698  3.341 66.600 49.841 

37  0.267 29.529 9.028  2.205 52.861 19.036 

38  0.256 25.627 9.991  1.842 34.061 31.125 

39      2.196 38.509 39.943 

40      1.378 42.657 46.741 

41      1.932 38.165 85.588 

42      2.076 52.983 104.670 

43      2.324 29.999 92.391 

44      1.865 25.821 105.981 

45      1.289 45.298 94.656 

46      2.756 40.108 113.277 
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Tabela Suplementar 3 - Conjunto de dados dos ensaios catalíticos para medir a atividade da protease com substratos para tripsinas (Z-Phe-Arg), 
quimotripsinas (Ala-Ala-Phe) e aminopeptidases (L-Leu) em intestino médio individual de larvas de Culex quinquefasciatus no início do 4º ínstar em um colônia 
suscetível e uma colônia resistente a Bin usando diferentes substratos. Atividade de protease (A; mU/intestino). Proteína (P; µg/intestino). Atividade Específica 
(SA; U/g de proteína). 

Suscetivel 

N 
 Z-Phe-Arg 

  
  

Ala-Ala-Phe 
 

L-Leu 

  
 A P SA   A P SA  A P SA 

1 
 

0.002 4.980 0.322 
  

0.212 21.586 9.822 
 

0.260 17.743 14.670 

2 
 

0.001 2.543 0.481 
  

0.160 19.622 8.133 
 

0.767 36.262 21.160 

3 
 

0.018 19.524 0.921 
  

0.727 53.950 13.473 
 

0.118 6.915 17.100 

4 
 

0.066 35.016 1.887 
  

0.295 29.842 9.888 
 

0.484 27.450 17.617 

5 
 

0.016 13.776 1.127 
  

0.557 47.970 11.609 
 

0.249 13.764 18.101 

6 
 

0.023 33.949 0.685 
  

0.198 32.433 6.095 
 

0.511 44.380 11.504 

7 
 

0.032 23.411 1.363 
  

0.078 19.539 3.993 
 

0.369 21.266 17.337 

8 
 

0.005 8.349 0.578 
  

0.043 9.046 4.786 
 

0.154 23.295 6.630 

9 
 

0.002 13.205 0.184 
  

0.337 18.040 18.653 
 

0.518 49.578 10.451 

10 
 

0.044 25.114 1.764 
  

0.401 38.620 10.371 
 

0.556 36.378 15.296 

11 
 

0.051 34.666 1.461 
  

0.204 32.870 6.219 
 

0.459 30.527 15.035 

12 
 

0.055 32.871 1.661 
  

0.619 42.315 14.628 
 

0.595 26.100 22.789 

13 
 

0.008 10.414 0.759 
  

0.387 30.466 12.687 
 

0.206 12.720 16.233 

14 
 

0.033 22.839 1.425 
  

0.492 34.969 14.077 
 

0.239 14.784 16.160 

15 
 

0.049 19.693 2.484 
  

0.373 30.835 12.092 
 

0.119 9.904 12.062 

16 
 

0.012 29.529 0.398 
  

0.055 15.855 3.450 
 

0.054 18.829 2.879 

17 
 

0.001 10.063 0.133 
  

0.017 4.798 3.464 
 

0.035 10.838 3.206 

18 
 

0.001 8.892 0.122 
  

0.033 13.119 2.537 
 

0.072 19.188 3.745 

19 
 

0.006 15.837 0.361 
  

0.066 22.541 2.922 
 

0.039 17.237 2.254 

20 
 

0.009 21.931 0.427 
  

0.064 30.358 2.121 
 

0.083 18.646 4.451 

21 
 

0.010 32.221 0.297 
  

0.050 18.798 2.654 
 

0.071 22.707 3.113 

22 
 

0.006 22.544 0.274 
  

0.063 14.274 4.392 
 

0.066 20.082 3.293 

23 
 

0.000 3.352 0.078 
  

0.048 20.917 2.311 
 

0.064 21.201 3.030 
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24 
 

0.006 17.207 0.355 
  

0.054 24.297 2.240 
 

0.081 23.447 3.452 

25 
 

0.008 17.781 0.459 
  

0.019 8.441 2.279 
 

0.019 6.547 2.827 

26 
 

0.001 10.410 0.122 
  

0.058 15.708 3.671 
 

0.019 14.757 1.316 

27 
 

0.007 27.043 0.260 
  

0.074 30.612 2.421 
 

0.066 14.534 4.525 

28 
 

0.006 26.280 0.383 
  

0.086 42.388 4.352 
 

0.055 19.149 9.955 

29 
 

0.004 26.654 0.485 
  

0.031 16.234 4.296 
 

0.150 28.528 6.925 

30 
 

0.001 10.250 0.363 
  

0.027 18.764 5.411 
 

0.060 18.063 3.795 

31 
 

0.010 42.716 0.314 
  

0.129 34.887 4.089 
 

0.047 16.659 6.607 

32 
 

0.010 29.061 0.302 
  

0.107 37.145 3.163 
 

0.122 25.958 4.463 

33 
 

0.004 20.100 0.386 
  

0.055 35.739 2.811 
 

0.102 19.131 5.969 

34 
 

0.008 19.712 0.681 
  

0.198 45.552 4.381 
 

0.098 27.978 5.824 

35 
 

0.014 28.602 0.520 
  

0.159 36.945 2.700 
 

0.084 24.118 4.855 

36 
 

0.010 28.182 0.343 
  

0.222 40.949 5.543 
 

0.128 33.502 4.932 

37 
 

0.008 25.778 0.566 
  

0.126 30.928 4.368 
 

0.108 37.452 5.888 

38 
 

0.008 28.019 0.611 
  

0.082 25.865 3.225 
 

0.028 8.026 6.122 

39 
 

0.007 17.069 0.582 
  

0.037 13.036 4.726 
 

0.106 27.061 6.771 

40 
 

0.014 20.132 0.243 
  

0.112 25.600 2.034 
 

0.226 22.751 2.877 

41 
 

0.018 34.991 0.151 
  

0.079 29.100 1.880 
 

0.131 18.954 5.264 

42 
 

0.006 16.264 0.106 
  

0.199 35.896 1.417 
 

0.107 28.295 3.296 

43 
 

0.010 17.421 0.238 
  

0.159 36.315 3.702 
 

0.176 26.704 2.839 

44 
 

0.025 41.092 0.361 
  

0.064 19.781 2.879 
 

0.105 23.459 4.691 

45 
 

0.021 36.862 0.180 
  

0.128 27.157 1.541 
 

0.219 36.700 5.310 

46 
  

  

   
  

 
0.193 33.142 3.486 

47 
  

  

   
  

 
0.146 30.090 3.468 

48 
  

  

   
  

 
0.160 32.342 3.822 

49 
  

  

   
  

 
0.085 14.505 2.889 

50 
  

  

   
  

 
0.135 22.005 3.513 

51 
 

      
  

      
 

0.242 35.788 3.900 

 Resistente  
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N 
 Z-Phe-Arg 

  
  Ala-ala-Phe 

  
 L-Leu 

  

  
 A P SA   A P SA  A P SA 

1 
 

0.062 36.220 1.700 
  

0.081 6.718 12.059 
 

0.162 8.969 18.079 

2 
 

0.096 52.495 1.824 
  

0.286 21.601 13.233 
 

0.087 6.251 13.913 

3 
 

0.028 23.944 1.187 
  

0.194 19.329 10.058 
 

0.238 12.748 18.651 

4 
 

0.028 22.021 1.252 
  

0.335 28.711 11.651 
 

0.216 13.270 16.310 

5 
 

0.048 35.195 1.355 
  

0.193 16.846 11.433 
 

0.168 14.654 11.452 

6 
 

0.011 22.649 0.505 
  

0.106 18.307 5.772 
 

0.174 12.749 13.652 

7 
 

0.006 10.406 0.539 
  

0.421 38.997 10.791 
 

0.213 18.505 11.496 

8 
 

0.009 11.694 0.803 
  

0.083 10.543 7.849 
 

0.288 18.104 15.903 

9 
 

0.007 9.048 0.728 
  

0.114 19.103 5.990 
 

0.180 13.398 13.404 

10 
 

0.019 23.641 0.798 
  

0.145 13.440 10.757 
 

0.263 16.291 16.174 

11 
 

0.056 37.553 1.499 
  

0.411 21.632 18.999 
 

0.429 32.671 13.117 

12 
 

0.036 30.949 1.173 
  

0.048 11.182 4.269 
 

0.220 16.913 13.009 

13 
 

0.047 30.977 1.510 
  

0.531 29.701 17.868 
 

0.214 16.326 13.104 

14 
 

0.018 26.621 0.659 
  

0.243 14.124 17.222 
 

0.184 15.156 12.158 

15 
 

0.017 17.476 0.976 
  

0.156 10.730 14.584 
 

0.276 23.259 11.867 

16 
 

0.005 29.078 0.170 
  

0.018 5.816 3.141 
 

0.026 14.953 1.762 

17 
 

0.022 30.389 0.711 
  

0.058 21.102 2.751 
 

0.031 14.303 2.191 

18 
 

0.010 29.501 0.336 
  

0.077 21.986 3.502 
 

0.055 37.425 1.468 

19 
 

0.026 44.967 0.575 
  

0.030 11.045 2.683 
 

0.028 34.467 0.811 

20 
 

0.013 39.622 0.318 
  

0.030 17.686 1.720 
 

0.068 41.902 1.613 

21 
 

0.007 25.964 0.277 
  

0.106 39.419 2.681 
 

0.043 36.088 1.180 

22 
 

0.006 20.103 0.323 
  

0.019 14.699 1.297 
 

0.048 51.255 0.941 

23 
 

0.011 28.614 0.385 
  

0.084 53.846 1.562 
 

0.050 34.618 1.431 

24 
 

0.012 27.427 0.445 
  

0.064 40.056 1.606 
 

0.064 29.210 2.194 

25 
 

0.005 14.788 0.345 
  

0.047 28.734 1.621 
 

0.018 25.850 0.697 

26 
 

0.021 31.858 0.663 
  

0.051 43.710 1.160 
 

0.015 37.317 0.400 

27 
 

0.013 49.949 0.252 
  

0.049 37.686 1.311 
 

0.054 15.124 3.551 
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28 
 

0.002 12.157 0.169 
  

0.050 20.267 2.459 
 

0.053 14.129 3.751 

29 
 

0.006 14.953 0.416 
  

0.036 10.972 3.305 
 

0.053 29.549 1.802 

30 
 

0.004 11.240 0.316 
  

0.123 32.646 3.777 
 

0.054 15.732 3.418 

31 
 

0.004 15.803 0.260 
  

0.106 17.949 5.884 
 

0.095 18.961 5.007 

32 
 

0.005 18.750 0.276 
  

0.070 10.741 6.497 
 

0.105 29.704 3.531 

33 
 

0.022 43.437 0.504 
  

0.106 17.700 5.972 
 

0.076 15.642 4.847 

34 
 

0.010 21.826 0.452 
  

0.188 28.348 6.615 
 

0.109 17.331 6.271 

35 
 

0.005 18.541 0.259 
  

0.274 39.653 6.906 
 

0.079 14.283 5.565 

36 
 

0.007 20.778 0.334 
  

0.107 25.051 4.260 
 

0.135 18.455 7.337 

37 
 

0.004 18.005 0.238 
  

0.118 23.551 5.006 
 

0.103 19.342 5.321 

38 
 

0.005 19.712 0.274 
  

0.034 10.413 3.312 
 

0.095 21.779 4.356 

39 
 

0.023 38.934 0.589 
  

0.052 15.476 3.367 
 

0.081 20.970 3.866 

40 
 

0.007 19.798 0.343 
  

0.029 16.404 1.741 
 

0.147 27.303 5.386 

41 
 

0.002 9.965 0.168 
  

0.016 15.094 1.077 
 

0.070 13.351 5.215 

42 
 

0.002 12.235 0.132 
  

0.208 43.418 4.799 
 

0.123 24.112 5.096 

43 
 

0.004 18.498 0.219 
  

0.140 33.250 4.215 
 

0.080 15.990 4.973 

44 
 

0.002 10.537 0.199 
  

0.051 14.410 3.574 
 

0.132 18.752 7.018 

45 
 

0.003 19.311 0.131 
  

0.090 34.403 2.605 
 

0.149 34.901 4.267 

46 
  

  

   
  

 
0.095 28.102 3.395 

47 
  

  

   
  

 
0.203 40.664 5.003 

48 
  

  

   
  

 
0.080 19.549 4.080 

49 
  

  

   
  

 
0.102 22.836 4.447 

50 
  

  

   
  

 
0.118 21.792 5.424 

51 
 

      
  

      
 

0.062 17.094 3.636 
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Tabela suplementar 4 - Conjunto de dados dos ensaios catalíticos para medir a atividade da 
Glutationa-S-transferase em intestino médio individual de larvas de Culex quinquefasciatus no início do 
4º ínstar de uma colônia suscetível e uma colônia resistente a Bin. Atividade de GST (A; mU/intestino). 
Proteína (P; µg/intestino). Atividade Específica (SA; U/g de proteína). 
 

  Suscetivel   
  

  Resistente   

N A P SA 
  

  A P SA 

1 58.94792 14.2082 4148.866 
  

 38.06335 15.14179 2513.794 

2 42.92666 16.45395 2608.897 
  

 45.32586 26.30863 1722.852 

3 62.07339 18.84483 3293.921 
  

 96.14679 20.56231 4675.875 

4 121.3761 41.51583 2923.611 
  

 82.89567 14.68462 5645.068 

5 97.26668 34.83831 2791.946 
  

 42.80044 12.03648 3555.895 

6 84.28772 35.83237 2352.279 
  

 98.54401 28.61485 3443.807 

7 83.52283 25.64164 3257.312 
  

 44.34781 21.49096 2063.557 

8 86.90238 23.49704 3698.44 
  

 50.71969 23.81385 2129.84 

9 124.9126 36.20306 3450.334 
  

 25.43791 14.2388 1786.521 

10 66.48917 34.93579 1903.182 
  

 42.24313 20.40454 2070.28 

11 90.86915 34.62282 2624.545 
  

 54.12685 15.78954 3428.02 

12 127.2629 38.75683 3283.624 
  

 82.49892 16.83362 4900.842 

13 1.941971 8.274718 234.6873 
  

 18.3912 10.95597 1678.647 

14 2.702916 10.91007 247.745 
  

 16.99389 17.33708 980.2048 

15 20.80157 30.82477 674.8331 
  

 19.40722 22.88909 847.8807 

16 2.022996 12.50905 161.7226 
  

 22.32478 26.82732 832.1658 

17 8.70337 8.283601 1050.675 
  

 7.554063 16.81889 449.1415 

18 2.603484 6.163473 422.4053 
  

 33.70164 22.33389 1508.991 

19 0.253429 5.261826 48.16373 
  

 21.71241 14.77575 1469.462 

20 8.632206 11.00779 784.1908 
  

 25.72684 12.04416 2136.042 

21 30.10992 13.92296 2162.608 
  

 11.61649 12.11079 959.1854 

22 99.75742 25.1099 3972.833 
  

 48.39117 12.76963 3789.553 

23 35.82095 11.07589 3234.137 
  

 12.38039 15.50122 798.6724 

24 47.27736 20.17231 2343.676 
  

 57.56031 19.93542 2887.338 

25 41.22727 15.19771 2712.73 
  

 20.32791 17.60062 1154.955 

26 69.55103 19.47497 3571.302 
  

 26.42533 19.72963 1339.373 

27 77.58927 20.36774 3809.42 
  

 13.35582 18.24761 731.9214 

28 31.85894 14.49593 2197.785 
  

 71.29002 18.23577 3909.352 

29 133.0605 194.2701 684.9255 
  

 35.32494 16.9018 2090.01 

30 98.31162 43.57959 2255.91 
  

 12.574 15.5249 809.9244 

31 24.48073 24.14163 1014.047 
  

 20.27351 20.5306 987.478 

32 65.40692 23.48723 2784.787 
  

 35.71609 33.57116 1063.892 

33 50.77245 17.36373 2924.052 
  

 14.35047 12.28549 1168.083 

34 29.16512 18.17062 1605.07 
  

 24.95538 18.61182 1340.835 

35 71.35155 24.38147 2926.466 
  

 26.99218 14.13616 1909.442 

36 17.15024 10.85973 1579.251 
  

 33.05394 31.58872 1046.384 

37 55.76351 19.59638 2845.603 
  

 48.4642 22.11033 2191.925 

38 96.29657 28.81864 3341.468 
  

 65.47485 14.05029 4660.035 

39 63.04607 29.58704 2130.868 
  

 47.33708 26.7681 1768.414 

40 59.45073 25.34382 2345.768 
  

 129.7844 34.11748 3804.044 
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41 39.17048 19.0545 2055.707 
  

 39.76132 21.42484 1855.851 

42 29.4953 13.1294 2246.508 
  

 66.47427 35.28858 1883.733 

43 37.28028 14.41598 2586.038 
  

 76.80898 16.25629 4724.878 

44 44.99392 20.14862 2233.102 
  

 107.3981 36.56333 2937.319 

45 28.34189 15.66852 1808.843 
  

 41.76689 22.1281 1887.505 

46       78.04671 19.37578 4028.055 

47       50.24149 29.09402 1726.866 

48       
  

  67.9863 26.90875 2526.55 
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Tabela Suplementar 5 - Conjunto de dados de ensaios realizados para quantificação de lipídios em 
pools de larvas do 4º ínstar (n= 20) e em amostras individuais de fêmeas de Culex quinquefasciatus de 
uma colônia suscetível e uma resistente a Bin. 

Larva           

  Absorbancia (505 nm)   Lipídios (µg) 

N Suscetível Resistente   Suscetível Resistente 

1 0.27 0.292   47.70 50.99 

2 0.713 0.408  113.82 68.30 

3 0.379 0.385  63.97 64.87 

4 0.652 0.77  104.72 122.33 

5 0.827 1.052  130.84 164.42 

6 1.335 1.029  206.66 160.99 

7 0.792 0.402  125.61 67.40 

8 0.746 0.368  118.75 62.33 

9 0.956 0.391  150.09 65.76 

10 0.405 0.366  67.85 62.03 

11 0.679 0.202  108.75 37.55 

12 0.4 0.529  67.10 86.36 

13 0.712 0.463  113.67 76.51 

14 0.795 0.362  126.06 61.43 

15 1.178 0.342  183.22 58.45 

16 1.034 0.317  161.73 54.72 

17 0.952 0.22  149.49 40.24 

18 1.116 0.384  173.97 64.72 

19 0.375 0.329  63.37 56.51 

20 0.556 0.439  90.39 72.93 

21 0.641 0.483  103.07 79.49 

22 0.37 0.313  62.63 54.12 

23 0.897 0.44  141.28 73.07 

24 0.951 0.359  149.34 60.99 

25 0.964 0.357  151.28 60.69 

26 0.908 0.453  142.93 75.01 

27 0.969 0.400  152.03 67.10 

28 1.204 0.482  187.10 79.34 

29 0.997 0.389  156.21 65.46 

30 1.002 0.37  156.96 62.63 

Adultos           

  Absorbancia (505 nm)   Lipídios (µg) 

N Suscetível Resistente   Suscetível Resistente 

1 0.497 0.264   81.58 46.81 

2 0.539 0.277  87.85 48.75 

3 0.458 0.25  75.76 44.72 

4 0.548 0.282  89.19 49.49 

5 0.53 0.288  86.51 50.39 

6 0.506 0.224  82.93 40.84 

7 0.545 0.266  88.75 47.10 

8 0.427 0.304  71.13 52.78 

9 0.455 0.298  75.31 51.88 

10 0.562 0.293  91.28 51.13 

11 0.591 0.279  95.61 49.04 

12 0.479 0.221  78.90 40.39 

13 0.492 0.239  80.84 43.07 

14 0.507 0.311  83.07 53.82 

15 0.464 0.267  76.66 47.25 
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16 0.508 0.263  83.22 46.66 

17 0.4 0.2  67.10 37.25 

18 0.545 0.232  88.75 42.03 

19 0.532 0.283  86.81 49.64 

20 0.536 0.302  87.40 52.48 

21 0.446 0.221  73.97 40.39 

22 0.567 0.315  92.03 54.42 

23 0.532 0.239  86.81 43.07 

24 0.427 0.233  71.13 42.18 

25 0.488 0.305  80.24 52.93 

26 0.556 0.311  90.39 53.82 

27 0.485 0.278  79.79 48.90 

28 0.454 0.266  75.16 47.10 

29 0.514 0.298  84.12 51.88 

30 0.465 0.254   76.81 45.31 
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Tabela Suplementar 6 - Conjunto de dados de ensaios realizados para a quantificação de açúcares 
redutores em pools de larvas de 4º ínstar (n=40) e em pools de fêmeas (n=5) de Culex quinquefasciatus 
de uma colônia suscetível e uma colônia resistente a Bin. Absorvância a 580 nm (Abs). Amostra de 
teste incubada com amiloglucosidase (T). Amostra controle incubada sem enzima (C). Quantidade final 
de açúcar (S). 

Suscetível                      

Larva           Adultos         

  
Absorbância 

 (540 nm) Açúcar (µg) 

  
Absorbância  

(540 nm) Açúcar (µg)   

N T C T C  S   T C T C  S 

1 0.737 0.538 0.553 0.373 252.90   0.582 0.426 0.413 0.271 198.26 

2 0.651 0.506 0.475 0.344 184.28  0.516 0.409 0.353 0.256 135.98 

3 0.619 0.412 0.446 0.258 263.07  0.403 0.382 0.25 0.231 26.69 

4 0.718 0.504 0.536 0.342 271.97  0.306 0.128 0.162 0.001 226.22 

5 0.836 0.667 0.643 0.49 214.78  0.44 0.337 0.284 0.19 130.90 

6 0.714 0.564 0.532 0.396 190.63  0.421 0.297 0.267 0.154 157.59 

7 0.744 0.549 0.56 0.383 247.82  0.515 0.388 0.352 0.237 161.40 

8 0.721 0.58 0.539 0.411 179.19  0.444 0.347 0.287 0.199 123.28 

9 0.725 0.488 0.542 0.327 301.20  0.527 0.388 0.363 0.237 176.65 

10 0.387 0.206 0.236 0.071 230.03  0.414 0.307 0.26 0.163 135.98 

11 0.712 0.577 0.531 0.408 171.57  0.356 0.299 0.208 0.156 72.44 

12 0.6 0.415 0.429 0.261 235.11  0.484 0.29 0.324 0.148 246.55 

13 0.665 0.508 0.488 0.345 199.53  0.464 0.203 0.306 0.069 331.70 

14 0.678 0.433 0.5 0.277 311.37  0.524 0.339 0.36 0.192 235.11 

15 0.769 0.54 0.582 0.375 291.03  0.406 0.349 0.253 0.201 72.44 

Resistente                     

Larva           Adultos         

  
Absorbância 

 (540 nm) Açúcar (µg) 

  
Absorbância 

 (540 nm) Açúcar (µg)   

N T C T C S   T C T C S 

1 1.081 0.8 0.866 0.611 357.12  0.566 0.341 0.398 0.194 285.95 

2 0.909 0.764 0.71 0.578 184.28  0.587 0.366 0.417 0.217 280.86 

3 1.048 0.71 0.836 0.529 429.56  0.593 0.34 0.423 0.193 321.53 

4 1.099 0.703 0.882 0.523 503.27  0.599 0.32 0.428 0.175 354.58 

5 1.088 0.925 0.872 0.724 207.15  0.533 0.347 0.368 0.199 236.38 

6 1.333 0.978 1.094 0.772 451.16  0.526 0.397 0.362 0.245 163.94 

7 0.874 0.548 0.678 0.382 414.31  0.409 0.291 0.256 0.149 149.96 

8 0.867 0.75 0.671 0.565 148.69  0.532 0.312 0.367 0.168 279.59 

9 1.22 0.72 0.992 0.538 635.44  0.444 0.291 0.287 0.149 194.44 

10 1.27 0.872 1.037 0.676 505.81  0.549 0.375 0.383 0.225 221.13 

11 1.197 0.962 0.971 0.758 298.66  0.59 0.398 0.42 0.246 244.01 

12 1.162 0.873 0.939 0.677 367.28  0.577 0.335 0.408 0.188 307.55 

13 1.206 1.059 0.979 0.846 186.82  0.44 0.249 0.284 0.11 242.74 

14 0.958 0.757 0.754 0.572 255.45  0.51 0.365 0.347 0.216 184.28 

15 1.351 1.093 1.111 0.877 327.89   0.501 0.338 0.339 0.191 207.15 
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Tabela Suplementar 7 - Conjunto de dados de ensaios para determinar a fecundidade e a fertilidade 
de fêmeas de Culex quinquefasciatus de uma colônia suscetível e resistente a Bin sob condição de 
criação controlada ou estresse. Dias após a oviposição (DPO). Porcentagem de larvas de primeiro 
ínstar (L1%). Replica (R). Desvio Padrão (DP). 

 
Condição de criação controlada 

Suscetível                   
 

    

DPO   R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 
 

Média DP 

0  N° ovos 194 248 251 245 
 

    
 

235 23.48 
 

L1% 97 95 95 98 
 

    
 

96.3 1.30 

3 N° ovos 247 229 238 279 268 
 

   
 

252 18.63 
 

L1% 60 51 83 74 75 
 

   
 

68.6 11.50 

5 N° ovos 214 246 242 226 228 
 

   
 

231 11.57 
 

L1% 41 52 57 59 60 
 

   
 

53.8 6.97 

8 N° ovos 276 238 223 
 

     
 

246 22.31 
 

L1% 4 2 2 
 

     
 

2.67 0.94 

 
Resistente 

DPO   R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 
 

Média DP 

0 N° ovos  239 201 272 254 
 

    
 

242 26.14 
 

L1% 90 95 91 94 
 

    
 

92.5 2.06 

3 N° ovos 242 224 238 279 268 
 

   
 

250 20.24 
 

L1% 50 51 72 73 82 
 

   
 

65.6 12.82 

5 N° ovos 205 237 278 229 259 
 

   
 

242 25.09 
 

L1% 50 43 61 51 57 
 

   
 

52.4 6.18 

8 N° ovos 215 243 262 
 

     
 

240 19.30 
 

L1% 1 2 3 
 

     
 

2 0.82 

 
Condição de criação sob estresse 

Suscetível                   
 

    

DPO   R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 
 

Média DP 

0 N° ovos 106 93 96 94 115 95 
 

  
 

99.8 8.03 
 

L1% 90 88 90 91 91 89 
 

  
 

89.8 1.07 

3 N° ovos 98 118 113 126 115 112 124 34 99 
 

104 26.47 
 

L1% 40 42 43 64 64 56 58 59 58 
 

53.8 8.95 

5 N° ovos 123 115 118 109 104 113 131 126 111 
 

117 8.18 
 

L1% 30 27 30 28 31 30 35 33 32 
 

30.7 2.31 

8 N° ovos 119 106 112 107 114 118 106 127 109 
 

113 6.74 
 

L1% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 

0 0.00 

Resistente                   
 

    

DPO   R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 
 

Média DP 

0 N° ovos 142 137 104 98 110 98 
 

  
 

115 17.97 
 

L1% 95 91 96 98 91 90 
 

  
 

93.5 2.99 
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3 N° ovos 135 128 147 118 127 121 108 102 111 
 

122 13.29 
 

L1% 60 55 60 72 73 64 70 69 69 
 

65.8 5.92 

5 N° ovos 132 141 136 132 126 119 109 121 103 
 

124 11.85 
 

L1% 40 40 32 46 42 35 34 39 32 
 

37.8 4.54 

8 N° ovos 129 133 144 125 118 116 115 133 99 
 

124 12.44 

  L1% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 

0 0.00 
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