
 

 
 

Universidade Federal de Pernambuco 
Centro de Biociências 

 
 

YURI MATEUS GARCIA DA SILVA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Panteteinases de Culex quinquefasciatus: padrão de 
transcrição e detecção em larvas suscetíveis e resistentes 

ao larvicida Lysinibacillus sphaericus 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Recife 
2025 



 

YURI MATEUS GARCIA DA SILVA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Panteteinases de Culex quinquefasciatus: padrão de 
transcrição e detecção em larvas suscetíveis e resistentes 

ao larvicida Lysinibacillus sphaericus 
 

 
 

Trabalho de Conclusão de Curso 
apresentado ao Curso de Graduação em 
Biomedicina da Universidade Federal de 
Pernambuco, como pré-requisito à 
obtenção do título de Bacharel em 
Biomedicina. 
 
Orientadora: Maria Helena Neves Lobo 
Silva Filha 
Coorientadora: Heverly Suzany Gouveia 
de Menezes  

 
 
 
 
 
 
 

Recife 
2025  



Ficha de identificação da obra elaborada pelo autor,
    através do programa de geração automática do SIB/UFPE

                   
     

Silva, Yuri Mateus Garcia da.
     Panteteinases de Culex quinquefasciatus: padrão de transcrição e detecção em
larvas suscetíveis e resistentes ao larvicida Lysinibacillus sphaericus / Yuri
Mateus Garcia da Silva. - Recife, 2025.
     94p. : il., tab.

     Orientador(a): Maria Helena Neves Lobo  Silva Filha
     Cooorientador(a): Heverly Suzany Gouveia de Menezes
     Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação) - Universidade Federal de
Pernambuco, Centro de Biociências, Biomedicina, 2025.
      Inclui referências, apêndices. 

      1. Transcritos. 2. Imunodetacção. 3. Mosquitos. 4. Controle . 5. Resistência.
I. Silva Filha, Maria Helena Neves Lobo . (Orientação). II. Menezes, Heverly
Suzany Gouveia de. (Coorientação). IV. Título. 

    570  CDD (22.ed.)



 

YURI MATEUS GARCIA DA SILVA 
 

 

Panteteinases de Culex quinquefasciatus: padrão de 
transcrição e detecção em larvas suscetíveis e resistentes 

ao larvicida Lysinibacillus sphaericus 

 
 
Trabalho de Conclusão de Curso 
apresentado ao Curso de 
Graduação em Biomedicina da 
Universidade Federal de 
Pernambuco, como pré-requisito à 
obtenção do título de Bacharel em 
Biomedicina. 

 

 
Aprovada em: ___/___/____ 
 

 
BANCA EXAMINADORA 

 
 

 
_____________________________________________________________ 

Orientadora: Dra. Maria Helena Neves Lobo Silva Filha 
Instituto Aggeu Magalhães/Entomologia 

 
 
 

_____________________________________________________________ 
Prof. Dr. Marcelo Henrique Santos Paiva (1° Titular) 

Universidade Federal de Pernambuco/CAA/NCV 
 

 
 

_____________________________________________________________ 
Prof. Dra. Elba Verônica Matoso Maciel de Carvalho (2° Titular) 

Universidade Federal de Pernambuco/Bioquímica 
 
 
 

_____________________________________________________________ 
Me. Luísa Maria Inácio da Silva (Suplente) 

Instituto Aggeu Magalhães/Entomologia 



 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço primeiramente a Deus, por estar comigo em todos os momentos, 

me concedendo força, sabedoria, saúde e alegria, a Ele toda honra e glória para 

sempre.  

Agradeço à minha orientadora, Dra. Maria Helena Neves Lobo Silva Filha 

(Chica), pela oportunidade, por todo conhecimento compartilhado, disposição para 

me orientar, pela paciência, pelos valiosos ensinamentos que vão além do 

profissional e por acreditar em mim.  

A minha co-orientadora, Dra. Heverly Suzany Gouveia de Menezes, pela 

dedicação, apoio em tudo que precisei, pelo conhecimento, pelas conversas e pela 

amizade.  

Aos meus pais, Anigmara Garcia e Emilson Carvalho, por toda a ajuda, por 

todo o esforço feito para me proporcionar a realização de um sonho, pelas orações, 

conselhos e conversas, amizade e por sempre acreditarem em mim. 

Aos meus avós, Maria Garcia e Arbogasto Medeiros, que sempre se fizeram 

presente, com incentivo, orações e muita dedicação para me ajudar no que fosse 

necessário.  

A minha namorada, Rhaissa Idalina, minha amiga e parceira para tudo, por 

estar comigo nos melhores e piores dias, pelo apoio em tudo, pelos conselhos e 

longas conversas, por sempre estar comigo e acreditar no meu potencial.   

Aos meus amigos da graduação, Pedro, Nathalia, Karen, Isabella, Bruno e 

José, por cada momento, risadas, resumos, estudos, conversas, comemorações, 

zoações, vocês facilitaram a minha adaptação nessa nova fase da minha vida, foi 

incrível dividir a graduação com vocês. 

Aos meus amigos/irmãos de Rio das Ostras, Guilherme, Vinicius, Arthur e 

Gabriel, pela nossa amizade, conversas, incentivo e pelos momentos de alegria. 

Aos meus familiares, Mirian e Adriano, pelo suporte e conselhos durante essa 

caminhada.   

Aos membros da banca examinadora, por aceitar o convite e contribuir para a 

melhoria do trabalho. 

As técnicas do insetário, pelo apoio e conhecimento na criação das 

mosquitos, em especial a Rose, Ceça, Elisângela e Duschinka.  

Ao CNPq pela bolsa que me foi concedida. Ao Instituto Aggeu Magalhães 



 

-FIOCRUZ/PE, pela infraestrutura que possibilitou a realização deste trabalho. A 

coordenação do programa de Iniciação Científica, pelo suporte. 

A Universidade Federal de Pernambuco, que me concede a graduação em 

biomedicina.  

Aos meus colegas do laboratório, por todo o apoio, em especial a Derciliano, 

Luisa, Tanaka, Marcelo, Juliana, Evaldo, Hyago e Maria Julia. 

Ao Dr. Itabajara Vaz da UFRGS e a Dra. Maria Aparecida Juliano da 

UNIFESP, pela colaboração na produção dos anticorpos utilizados. A Tatiana 

Rezende, Heverly Suzany Menezes e Josimara Nascimento pela contribuição na 

preparação das amostras de proteína recombinante utilizadas no trabalho. 

Agradeço a todos que contribuíram direta ou indiretamente para a conclusão 

deste trabalho. 

 

 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“Ora, a fé é o firme fundamento das coisas que 
se esperam e a convicção das coisas que não 

se vêem.” Hebreus 11:1 
 

 



 

DA SILVA, Yuri Mateus. Panteteinases de Culex quinquefasciatus: padrão de 
transcrição e detecção em larvas suscetíveis e resistentes ao larvicida 
Lysinibacillus sphaericus. 2025. 94. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação 
em Biomedicina) – Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2025. 

 
 

RESUMO 
 

Larvicidas à base de Lysinibacillus sphaericus são usados no controle de Culex 
quinquefasciatus, cujo principal fator inseticida é a protoxina Binária (Bin). A 
resistência à Bin já foi registrada e está associada à ausência do seu receptor, a 
alfa-glicosidase Cqm1, e ao respectivo perfil de repressão do transcrito cqm1 que 
codifica o receptor em larvas resistentes. Análises transcriptômicas de larvas 
resistentes revelaram que o transcrito que codifica a proteína panteteinase 
(CPIJ017593) está mais reprimido do que o transcrito cqm1, sugerindo um possível 
envolvimento da panteteinase na ação da toxina Bin. A identificação de novos 
mecanismos de resistência é fundamental para o controle eficaz de vetores, visto 
que o conhecimento de múltiplos marcadores moleculares permite uma 
monitorização mais precisa da resistência em campo. Sendo assim, este trabalho 
visou determinar e comparar o perfil de transcrição dos genes da panteteinase e do 
cqm1 em larvas e adultos de colônias suscetíveis (S) e resistentes (R), avaliar a 
capacidade de dois anticorpos no reconhecimento da proteína recombinante e 
investigar a expressão de panteteinases em amostras de microvilosidades 
intestinais (BBMF) de larvas S e R. Os perfis de transcrição foram avaliados por 
qRT-PCR, utilizando primers específicos, e o reconhecimento das panteteinases 
recombinantes e nativas por Western-Blot com anticorpos policlonais anti peptídeos 
imunogênicos da panteteinases (anti-LKR e anti-CPE). A análise da quantificação 
relativa (Rq) de transcritos mostraram que larvas S apresentaram ampla variação 
na transcrição da panteteinase (Rq= 2,65 ± 3,33), enquanto larvas R mostraram 
repressão significativa (Rq= 0,34 ± 0,28). Em adultos (S e R), o perfil de transcrição 
foi semelhante entre os grupos, e independentemente do sexo. O perfil de 
transcrição do gene cqm1 mostra um padrão de repressão em larvas R (Rq= 0,41 ± 
0,25) comparado às S (Rq=1,54 ± 1,15), mantendo esse padrão na fase adulta. A 
avaliação dos anticorpos anti-peptídeos da panteteinase mostrou que ambos 
reconhecem a panteteinase recombinante com peso esperado de 70 kDa com 
sensibilidade e especificidade, e o anticorpo anti-LKR teve um melhor 
desempenho. Em amostras de BBMF de larvas S, proteínas com peso aparente de 
70 kDa, correspondente a panteteinase, foi especificamente reconhecida, enquanto 
que o anticorpo não reconheceu uma banda equivalente em amostras de larvas R. 
O conjunto de dados reforça que a repressão da panteteinase está relacionada ao 
fenótipo de resistência à Bin, e sugere que este gene pode ser um segundo 
marcador da resistência além do gene cqm1, que confere este fenótipo, assim 
como os resultados sugerem que a panteteinase pode ser uma proteína de 
membrana, podendo participar do mecanismo de resistência. Este é o primeiro 
estudo de identificação de uma panteteinase em mosquito, e a compreensão deste 
mecanismo favorece o desenvolvimento de novas ferramentas de controle vetorial.  
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ABSTRACT 
 

 

Larvicides based on Lysinibacillus sphaericus are used to control Culex 
quinquefasciatus, whose main insecticidal factor is the Binary protoxin (Bin). 
Resistance to Bin has been reported and is associated with the absence of its 
receptor, the alpha-glucosidase Cqm1, and the corresponding repression profile of 
the cqm1 transcript encoding the receptor in resistant larvae. Transcriptomic 
analyses of resistant larvae revealed that the transcript encoding the pantetheinase 
protein (CPIJ017593) is more repressed than the cqm1 transcript, suggesting a 
possible involvement of pantetheinase in the action of the Bin toxin. Identifying new 
resistance mechanisms is essential for effective vector control, since knowledge of 
multiple molecular markers allows for more precise monitoring of resistance in the 
field. Therefore, this work aimed to determine and compare the transcription profile 
of the panteteinase and cqm1 genes in larvae and adults of susceptible (S) and 
resistant (R) colonies, evaluate the capacity of two antibodies in recognizing the 
recombinant protein and investigate the expression of panteteinases in intestinal 
microvilli samples (BBMF) of S and R larvae. The transcription profiles were 
evaluated by qRT-PCR, using specific primers, and the recognition of recombinant 
and native panteteinases by Western-Blot with polyclonal antibodies against 
immunogenic peptides of panteteinases (anti-LKR and anti-CPE). The analysis of 
the relative quantification (Rq) of transcripts showed that S larvae presented wide 
variation in panteteinase transcription (Rq = 2.65 ± 3.33), while R larvae showed 
significant repression (Rq = 0.34 ± 0.28). In adults (S and R), the transcription 
profile was similar between groups, regardless of sex. The transcription profile of 
the cqm1 gene shows a repression pattern in R larvae (Rq = 0.41 ± 0.25) compared 
to S (Rq = 1.54 ± 1.15), maintaining this pattern in the adult phase. The evaluation 
of anti-pantetheinase peptide antibodies showed that both recognize the 
recombinant pantetheinase with an expected weight of 70 kDa with sensitivity and 
specificity, and the anti-LKR antibody performed better. In BBMF samples from S 
larvae, proteins with an apparent weight of 70 kDa, corresponding to pantetheinase, 
were specifically recognized, while the antibody did not recognize an equivalent 
band in samples from R larvae. The data set reinforces that pantetheinase 
repression is related to the Bin resistance phenotype, and suggests that this gene 
may be a second marker of resistance in addition to the cqm1 gene, which confers 
this phenotype, just as the results suggest that pantetheinase may be a membrane 
protein, and may participate in the resistance mechanism. This is the first study 
identifying a pantetheinase in mosquitoes, and understanding this mechanism 
favors the development of new vector control tools. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Larvicidas biológicos à base da bactéria Lysinibacillus sphaericus (L. 

sphaericus) têm sido utilizados com sucesso para o controle de culicídeos, 

sobretudo, dos gêneros Culex e Anopheles, em vários países, inclusive no Brasil 

(Regis et al., 2000; Silva-Filha et al., 2001; Andrade et al., 2007; Rodrigues et al., 

2008). O principal fator inseticida do L. sphaericus é um cristal que contém uma 

protoxina, denominada Binária (Bin). Esta protoxina tem uma elevada ação em Culex 

quinquefasciatus (Cx. quinquefasciatus) que ocorre via a sua ingestão pelas larvas e 

processamento da protoxina em toxina ativa no intestino. A ação da toxina Bin 

ocorre através de sua ligação específica com receptores localizados na superfície do 

epitélio intestinal. Em Cx. quinquefasciatus, a α-glicosidase Culex quinquefasciatus 

maltase 1 (Cqm1) é uma proteína localizada na membrana celular através de uma 

âncora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) e foi identificada como receptor específico da 

toxina Bin (Silva-Filha et al., 1999). A etapa de ligação toxina Bin-receptor é uma 

condição sine qua non para a ação do L. sphaericus, e qualquer falha nesta 

interação pode ocasionar resistência. A resistência de Cx. quinquefasciatus à toxina 

Bin já foi registrada e, na maioria dos casos, está associada a mutações no gene 

cqm1 que leva a síntese de uma proteína defeituosa e, consequentemente, à 

ausência do receptor Cqm1 no microvilli intestinal (Nielsen-Leroux e Charles, 1992; 

2002; Oliveira et al., 2004).  

O nosso grupo de pesquisa selecionou, em laboratório, colônias de Cx. 

quinquefasciatus com alto nível de resistência à toxina Bin que têm servido como 

modelos de estudo (Chalegre et al., 2008). Uma das colônias é formada por 

indivíduos homozigotos para um alelo do gene cqm1, denominado cqm1REC, que 

possui uma mutação que impede a expressão de receptores Cqm1 no epitélio 

intestinal. 

Este alelo em homozigose confere um alto nível de resistência à toxina Bin 

por um mecanismo de ausência de sítio-alvo, ou seja, o receptor Cqm1 não é 

expresso no epitélio intestinal das larvas (Chalegre et al., 2015). Para ter uma visão 

mais ampla destas características das colônias, o transcriptoma de intestinos de 

larvas foi realizado para comparar larvas suscetíveis e resistentes, através de 

sequenciamento de alta vazão (RNAseq). Esta análise revelou que, além do próprio 

transcrito do receptor Cqm1 (CPIJ013173) subexpresso, as larvas apresentaram um 
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conjunto relevante de genes diferencialmente expressos e que podem ter sido 

co-selecionados e associados à resistência (Rezende et al., 2019). Dentre os genes 

diferencialmente expressos na colônia resistente, um gene que codifica a 

panteteinase (CPIJ017593) teve destaque pois apresentou um nível de 

subexpressão mais acentuado do que o próprio receptor Cqm1 e, por esta razão, foi 

selecionado para análises mais aprofundadas. Esta molécula pode estar associada à 

ação da toxina Bin em Cx. quinquefasciatus em vista de sua destacada  

subexpressão em indivíduos resistentes. A caracterização desta proteína e seu 

papel fisiológico em mosquitos ainda são desconhecidos. Há relatos prévios de sua 

presença no microvilli intestinal de algumas espécies de insetos como os 

lepidópteros Spodoptera frugiperda (Ferreira et al., 2007; Fuzita et al., 2019), e 

Mamestra configurata (Toprak et al., 2016) em estudos descritivos de proteômica, 

mas, sem qualquer caracterização destas proteínas. Além disso, a relação entre 

panteteinases e a ação de toxinas de Bacillus thuringiensis em insetos foi observada 

em larvas do lepidóptero Ostrinia nubilalis tratadas com a toxina Cry1Ab de Bacillus 

thuringiensis que apresentam o transcrito do gene de vanin-like proteins 

diferencialmente expresso, porém sem destaque em relação a outros transcritos que 

também estavam diferencialmente expressos (Yao et al., 2014; 2017). Portanto, o 

estudo da panteteinase é de suma importância. Além de aprofundar o conhecimento 

sobre os mecanismos de resistência ao L. sphaericus, a identificação e 

caracterização desta molécula como novo marcador molecular de resistência à 

toxina Bin, em mosquitos, pode contribuir para o desenvolvimento de ferramentas 

mais eficazes para o monitoramento e manejo de vetores, podendo impactar 

diretamente na saúde pública e na prevenção de doenças.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 IMPORTÂNCIA EPIDEMIOLÓGICA DE CULEX QUINQUEFASCIATUS 

 

Culex quinquefasciatus é uma espécie de mosquito com distribuição 

cosmopolita e sua maior abundância ocorre em áreas tropicais e subtropicais 

(latitude 39° N a 39° S), que compreende as Américas (do Sul, Central, e o sul da 

Estados Unidos), Europa (costas Mediterrâneas e Atlântica), África (Central ao Sul e 

costa Mediterrânea), Ásia (Oriente Médio a China, principalmente na costa do 

Oceano Índico) e toda a Oceania. (Figura 1) (Alaniz et al., 2018). 

 
Figura 1. Distribuição mundial do Culex quinquefasciatus. As cores representam o nível de 

presença de 0 (azul) a 1 (vermelho). 

 
Fonte: Adaptado de Alaniz et al. (2018).  

 

Esta espécie possui grande importância na saúde pública e sanidade animal 

pois pode atuar como vetor de diversos patógenos, em vista de sua proliferação em 

áreas rurais, suburbanas e urbanas. Sobretudo, é descrito como o principal vetor do 

parasita nematódeo Wuchereria bancrofti, causador da filariose linfática, e pode 

atuar também como vetor de arbovírus como o vírus da encefalite de St. Louis, o 

vírus do Nilo Ocidental e o vírus da encefalite japonesa (Negi et al., 2018). Ademais, 

é um importante vetor da Dirofilaria immitis, causador da dirofilariose canina, além de 

atuar como vetor competente de alguns protozoários como o Plasmodium relictum, 

que causa malária aviária, e outros arbovírus como por exemplo o vírus da encefalite 

equina ocidental e o vírus da febre do Vale do Rift. (Negi et al., 2018; Gil et al., 

2021). No Brasil, o Cx. quinquefasciatus é o principal vetor de Wuchereria bancrofti, 

e pode estar envolvido na transmissão urbana do vírus Zika (Guedes et al., 2017). 

Também é considerado o vetor secundário do vírus Oropouche, que reemergiu no 
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Brasil no ano de 2023, e de acordo com o Ministério da Saúde, até o presente 

momento (07/2025) 26.495 casos foram confirmados (BRASIL. Ministério da Saúde. 

Disponível em: 

https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/o/oropouche/painel-epidemi

ologico, acessado em 07/2025). 

 

2.2 BIOLOGIA E CONTROLE 

 

Cx. quinquefasciatus é uma espécie pertencente à ordem Diptera, que no 

Brasil pode ser conhecido como muriçoca, pernilongo, carapanã, dentre outros. Sua 

distribuição é influenciada pela presença do ser humano, pois esta espécie é 

extremamente antropofílica e endofílica. Assim, possui uma forte adaptação em 

áreas onde o ser humano está inserido, como zonas rurais, suburbanas e urbanas, 

sobretudo em regiões tropicais (Consoli; Oliveira, 1994; Mosquitos: base de 

vigilância e controle, 2019). As fêmeas possuem como característica a hematofagia 

noturna, causando grande incômodo por suas picadas, e apesar de apresentar 

preferência por humanos, podem também se alimentar em outros animais. Esta 

espécie não apresenta sazonalidade em sua atividade, mas sua presença é mais 

abundante nos períodos quentes e chuvosos. Os criadouros utilizados pelos 

mosquitos dessa espécie são diversos, e a oviposição ocorre preferencialmente em 

ambientes artificiais localizados em áreas peridomiciliares, que apresentam acúmulo 

de água com elevado teor de matéria orgânica em decomposição, como dejetos de 

animais, vegetais em decomposição e rejeitos agroindustriais. Esses criadouros 

podem ser fossas, valetas, sistemas de esgoto, rios com acúmulo de lixo e baixo 

fluxo e outros. Nesses criadouros, os ovos são depositados na superfície da água, 

de forma agrupada, organizando-se em estruturas denominadas "jangadas" por 

flutuarem na superfície da água. (Consoli; Oliveira, 1994; Mosquitos: base de 

vigilância e controle, 2019; Gil et al., 2021). O ciclo biológico desse mosquito 

consiste em duas fases: fase aquática e fase aérea. A fase aquática é iniciada a 

partir da deposição dos ovos na água, e após 1 a 3 dias as larvas eclodem. As 

larvas se desenvolvem em quatro estádios (L1, L2, L3 e L4) e esta fase do ciclo de 

vida dura em média de seis a dez dias. Em seguida ocorre a muda para a fase de 

pupa, última etapa da fase aquática e, em até 48h, ocorre a muda imaginal ou para a 

fase adulta e alada (Figura 2). O total da fase jovem até a metamorfose pode durar 

https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/o/oropouche/painel-epidemiologico
https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/o/oropouche/painel-epidemiologico
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cerca de 10 dias e os adultos podem sobreviver por cerca de 120 dias em condições 

de laboratório. 

 
Figura 2. Ciclo de vida do Culex quinquefasciatus.  

 
Fonte: produzida pelo autor. 

 

O controle populacional de mosquitos é de extrema importância para a 

redução da transmissão de patógenos, bem como de outros danos à saúde 

causados por estes insetos hematofágicos (Cuthbert et al., 2023). Os culicídeos 

apresentam características que tornam seu controle desafiador, como elevada taxa 

reprodutiva, curto ciclo biológico, capacidade de colonizar ambientes temporários. 

Por isso, diferentes abordagens podem ser utilizadas como estratégias de controle 

de vetores incluindo controle mecânico (remoção de criadouros), uso de agentes 

químicos (larvicidas e adulticidas), biológicos (introdução de predadores naturais), 

métodos de controle genéticos (técnica de insetos estéreis), dentre outras (Global 

vector global responses 2017 - 2030. 

https://www.who.int/publications/i/item/9789241512978). 

Frequentemente as estratégias de controle de vetores visam a associação do 

controle mecânico e/ou gestão do ambiente, responsáveis pela eliminação dos 

criadouros, com o uso de agentes larvicidas e adulticidas para a redução da 

densidade populacional (Achee et al., 2015, 2019; Killeen et al., 2017). A maioria dos 

agentes larvicidas/adulticidas ainda é de origem química com baixo nível de 

https://www.who.int/publications/i/item/9789241512978
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seletividade, e o seu uso gera uma preocupação devido a sua capacidade de causar 

danos ao meio ambiente e a outros organismo não-alvos, devido à baixa 

seletividade. Além disso, estes agentes químicos podem levar os insetos a 

desenvolverem resistência (Moyes et al., 2017). 

Para o controle de Cx. quinquefasciatus no Brasil, ainda persiste o modelo de 

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

larvicidas e adulticidas químicos convencionais (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 piretroides (Becker, 2003). A partir da descoberta da ação larvicida da 

bactéria Bacillus sphaericus em 1989, o Brasil passou a produzi-la em larga escala 

e, posteriormente, o mesmo foi adotado como larvicida no controle de Cx. 

quinquefasciatus no Programa para Eliminação da Filariose (Guia de vigilância do 

Culex quinquefasciatus, 2011). Foi realizada nas áreas urbanas da cidade do 

Recife-PE uma série de testes-piloto utilizando o larvicida, que mostraram a sua 

eficiência e, atualmente, compreende todos os bairros da cidade (Regis et al., 1995, 

2000).  

 

2.3 LARVICIDAS À BASE DE LYSINIBACILLUS SPHAERICUS 

 

Os larvicidas microbianos à base de bactérias entomopatógenas foram 

desenvolvidos na busca por novos compostos inseticidas ambientalmente seguros e 

eficazes para o controle populacional de mosquitos, como alternativas aos agentes 

químicos convencionais (Lacey, 2007). Dentre as bactérias entomopatógenas mais 

utilizadas, destaca-se o L. sphaericus, uma bactéria Gram-positiva com distribuição 

cosmopolita, crescimento aeróbico e esporulante (Figura 3 A). Linhagens desta 

espécie têm sido prospectadas e utilizadas para produção de larvicidas usados com 

sucesso no controle de culicídeos de importância para a saúde pública dos gêneros 

Culex, Anopheles e Aedes, em vários países, inclusive no Brasil (Regis et al., 2000; 

Silva-Filha et al., 2001; Andrade et al., 2007; Rodrigues et al., 2008). O principal fator 

inseticida do L. sphaericus é um cristal que contém uma protoxina, denominada 

Binária (Figura 3 B), produzido por algumas cepas altamente tóxicas (por exemplo: 

1593, 2362 e C3-41) durante o processo de esporulação (Berry et al., 2012). Deve 

ser ressaltado que isolados de L. sphaericus podem produzir outras toxinas com 
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ação letal para larvas de mosquitos, porém, a protoxina Bin é aquela com maior 

poder larvicida e é o ingrediente ativo nos produtos comerciais disponíveis (Charles 

et al., 1997). A protoxina Bin possui características importantes na sua ação larvicida 

para Culicidae, destacando-se uma elevada potência, alta especificidade e longa 

persistência em condições de campo (Silva-Filha et al., 2021). 
 

Figura 3. Lysinibacillus sphaericus cepa 2362. (A) Aspecto de um cultivo esporulado 

observado ao microscópio óptico. (B) Corte transversal de células em fase final de 

esporulação cristal (C) e esporo (E) em micrografia eletrônica. 

 
Fonte: (A) Sharma, Kumar (2022); (B) A. Pereira-Neves (2018). 

 

2.3.1 Toxina Binária e seu modo de ação  

 

A protoxina Bin é uma proteína heterodimérica composta por duas 

subunidades, BinA (42 kDa) e BinB (51 kDa), sendo as mesmas produzidas durante 

a fase de esporulação da bactéria (Nicolas et al., 1993). Individualmente as 

subunidades não têm uma toxicidade elevada, mas quando presentes em 

concentrações equimolares elas atuam em sinergia e com alta potência (Charles et 

al., 1997). Em cepas altamente tóxicas são produzidos cristais que contêm as 

subunidades nesta condição ótima para a ação larvicida. Os estudos funcionais 

destas subunidades revelaram que a BinA é responsável pela toxicidade celular, e 

BinB é o componente de ligação ao receptor (Baumann et al., 1991; Nicolas et al., 

1993; Charles et al., 1997; Romão; De Melo-Neto; Silva-Filha, 2011). A estrutura da 

toxina Bin foi determinada por cristalografia de raios X, no qual cada subunidade 

compreende dois domínios: um domínio β-trevo N-terminal e um domínio formador 

de poros C-terminal (Figura 4 A). A orientação externa do dímero BinA-BinB indica 

sua acessibilidade a glicoproteínas e glicolipídios da superfície celular, o que pode 

auxiliar a sua concentração na superfície celular antes da ligação ao receptor 

(Colletier et al., 2016) (Figura 4 B). 
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Figura 4. Estrutura tridimensional das subunidades BinA e BinB da toxina Bin. (A) Estrutura 

das toxinas BinA e BinB. (B) Representação da superfície do dímero BinAB. 

 

Fonte: Adaptado de Colletier et al. (2016). 
 

A ação da protoxina Bin se inicia a partir da ingestão dos cristais pelas larvas, 

e as principais etapas descritas abaixo estão sumarizadas na Figura 5. Ao chegar ao 

intestino médio os cristais são solubilizados pelo pH alcalino liberando as duas 

protoxinas no lúmen intestinal, que serão ativadas por serina-proteases (Broadwell; 

Baumann, 1987; Sharma; Kumar, 2022). As subunidades ativas da toxina têm a 

capacidade de se ligar especificamente formando um heterodímero (Surya et al, 

2016). Neste estado, o heterodímero pode se ligar com alta afinidade ao seu sítio 

alvo, que são os receptores específicos presentes ligados ao epitélio intestinal das 

larvas, através da subunidade BinB (Charles et al, 1997). Após a ligação, as duas 

subunidades são internalizadas na célula, onde a subunidade BinA induz eventos 

citopatológicos como vacuolização, autofagia e apoptose, levando a larva à morte 

(Berry, 2012). Um estudo da ação das subunidades em larvas suscetíveis e 

resistentes foi demonstrado por imunofluorescência in vivo no intestino das larvas 

(Nascimento et al., 2020). Larvas suscetíveis tratadas com a toxina Bin e suas 

subunidades marcadas mostram a sua localização segundo sua função: a toxina Bin 

é detectada no intestino médio, e um maior aumento permite sua visualização na 

superfície devido a ligação de BinB aos receptores e dentro das células devido à 

internalização de BinB/BinA (Figura 6 A). Quando observadas a ação das 

subunidades separadamente, a BinA ingerida não foi detectada em nenhuma região 
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do intestino médio (Figura 6 B), enquanto a BinB ingerida foi detectada nas 

superfícies das células do ceco e do intestino médio, porém sem ser internalizada 

nas células (Figura 6 C). Quando larvas resistentes ingerem a Bin, ela não é 

detectada pois não há receptores no epitélio destas larvas (Figura 6 D). 

 
Figura 5. Principais etapas do modo de ação da toxina Binária presente nos cristais de 

Lysinibacillus sphaericus em larvas de Culex quinquefasciatus. 

 
Fonte: Menezes, 2023. 

Legenda: 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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Figura 6. Localização in vivo da toxina Bin e as subunidades BinA e BinB (marcação em 

vermelho) no intestino médio de larvas de Culex quinquefasciatus suscetível (A, B e C) e 

resistente (D) a Bin, por ensaios de imunofluorescência. 

 
Fonte: Adaptado de Nascimento et al. (2020). 

 

2.3.2 Receptor da toxina Binária em Culex quinquefasciatus 

 

Conforme descrito o receptor da toxina Bin para Cx. quinquefasciatus é uma 

α-glicosidase (EC 3.2.1.20), ligada a membrana epitelial das células do intestino 

através de uma âncora de glicosilfosfatidilinositol (Silva-Filha et al., 2014). O receptor 

Cqm1 é codificado pelo gene cqm1 (CPIJ013173) que possui 1851 nucleotídeos, e 

uma fase aberta de leitura com 1743 pares de bases (pb) (Romão et al., 2006) 

(Figura 7). A transcrição do gene cqm1 resulta em uma proteína com 580 

aminoácidos de peso molecular predito de 66 kDa, expressa no epitélio intestinal das 

larvas. A proteína Cqm1 é expressa de forma abundante no microvilli intestinal de 

larvas suscetíveis (Figura 8) onde está ligada ao microvilli por âncora GPI (Ferreira 

et al., 2010). A proteína Cqm1 foi expressa sob a forma recombinante em 

Escherichia coli (E. coli) e células Sf9 e utilizadas para estudos funcionais da 

capacidade de ligação à subunidade BinB em ensaios de ligação in vitro através de 

sua imunodetecção por anticorpos (Figura 9) (Ferreira et al., 2014). O sítio de 

ligação da Cqm1 à toxina Bin está na região N-terminal da proteína localizada entre 

os aminoácidos S129 e A312. Ensaios de mutagênese sítio-dirigida demonstraram 

que os aminoácidos 159GG160, localizados em uma região de uma alça exposta na 



28 
 

estrutura da proteína, são essenciais para a interação com a toxina Bin (Ferreira et 

al. 2014). A estrutura do receptor Cqm1 foi posteriormente obtida por cristalografia 

de raios X (Sharma; Kumar, 2019) e possui três domínios (Figura 10): domínio A é 

constituído por duas alças, o B por α-hélices sendo descontínuo com dobra em barril 

e o C possui folhas β e constituem o domínio C-terminal do monômero. 

 
Figura 7. Sequência de nucleotídeos e de aminoácidos do gene do receptor de toxina 

binária, cqm1, de larvas Culex quinquefasciatus. A deleção de 19 nucleotídeos encontrada 

na sequência genética de larvas mutadas está em caixa. A localização do códon de parada 

da tradução subsequente está em caixa em negrito. 

 
Fonte: Romão et al. (2006).  
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Figura 8. Imunoblotting de amostras de proteínas do microvilli do intestino de larvas de 

Culex quinquefasciatus (Cq). Amostras de proteínas (2,5 a 20 μg) imunodetectadas com um 

anticorpo anti-Cqm1. (MW) marcadores de peso molecular em kDa. 

 
Fonte: Adaptado de Ferreira et al. (2010). 

 
Figura 9. Avaliação da capacidade da ligação da proteína Cqm1 recombinante com a toxina 

BinB, por meio de ensaios de pulldown em SDS-PAGE a 10%. Proteína Cqm1 incubada com 

BinB (teste) ou apenas GST (controle negativo) imobilizadas em esferas de 

glutationa-sepharose. P. Carga proteica equivalente à quantidade incubada com as esferas. 

 
Fonte: Adaptado de Nascimento et al. (2017). 
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Figura 10. Estrutura do monômero Cqm1 mostrando os seus três domínios. 

 
Fonte: Sharma; Kumar (2019). 

Legenda: 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) e os íons metálicos são mostrados em vermelho. 
 

2.4 RESISTÊNCIA DE CULEX QUINQUEFASCIATUS AO LYSINIBACILLUS SPHAERICUS 

 

Mutações no gene do receptor podem levar a seleção de resistência à toxina 

Bin. Já foram documentados casos de resistência em Cx. quinquefasciatus em 

campo (Sinègre et al., 1994; Rao et al., 1995; Nielsen-Leroux et al., 1997, 2002; 

Yuan et al., 2000; Su et al., 2004) e após seleção em laboratório (Wirth et al., 2000; 

Pei et al., 2002; Romão et al., 2006; Chalegre et al., 2015). Na maioria destes casos, 

ocorre uma falha de ligação entre a toxina Bin e ao receptor Cqm1, devido à 

ausência desta proteína no microvilli do epitélio intestinal das larvas pela perda da 

âncora GPI (Nielsen-Leroux, 1995, 2002; Pei et al., 2002; Oliveira et al., 2004; 

Silva-Filha; Berry; Regis, 2014). 

Os registros de resistência e os alelos do gene cqm1 com mutações, que 

originam transcritos que codificam proteínas truncadas sem a âncora GPI, impedindo 

a expressão das α-glicosidases Cqm1 no microvilli intestinal, estão sumarizadas no 

Quadro 1. Em populações de Cx. quinquefasciatus de Recife, foram identificados 

quatro destes alelos, sendo dois provenientes de uma colônia, selecionada em 

laboratório e dois identificados em campo. Os alelos nomeados cqm1REC e cqm1REC-2, 

selecionados em laboratório, conferem um elevado grau de resistência à toxina Bin, 
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pois estas mutações impedem a expressão dos receptores no epitélio intestinal das 

larvas (Chalegre et al., 2015).  
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Quadro 1. Populações de Culex pipiens/Culex quinquefasciatus ou colônias selecionadas em laboratório ou expostas a Lysinibacillus 

sphaericus em campo investigadas quanto à resistência. 

Origem País Amostra Alelos r RR Herança (a) Ligação ao receptor Referência 
Campo França Porto St-Louis ND >20.000 ND ND Cancino-Rodezno et al., 2010 
  SPHAE ND >20.000 R/S Sim Nielsen-Leroux et al., 1997, 2002 

  BP 
cpm1BP / 
cpm1BP-del >10.000 R/S Não Bedoya-Perez et al., 2013; Chalegre et al., 2012 

 Índia Cochim ND 5000 ND Não Sinegré, 1994 
 China RFCq1 ND >20.000 ND ND Yuan et al., 2000; 
 Tailândia Wat Pikul ND >125.000 ND ND Chevillon et al., 2001 
 Tunísia TÚNIS ND ~750 R/S Sim Nielsen-Leroux et al., 2002 
 Brasil Coque ND ~10 ND Sim Silva-Filha et al., 1995 

  Recife 
cqm1REC-D16 / 
cqm1REC-D25 3-6 ND Sim Amorim et al., 2010 

 EUA Chico ND 687 ND ND Rao et al., 1995 
  Salt Lake ND >20.000 ND ND Su et al., 2004 
Laboratório EUA GEO cpm1GEO >100.000 R/A Não Darboux et al., 2002; Su et al., 2018 
  L-SEL ND 37 ND ND Rodcharoen et al., 1994 
 Brasil R2362 cqm1REC >100.000 R/A Não Romão et al., 2006; Su et al., 2018 
  RIAB59 cqm1REC ~40.000 R/A Não Su et al., 2018; Pei et al., 2002 
  REC cqm1REC >3425 R Não Amorim et al., 2007; Darboux et al., 2007 
  REC-2 cqm1REC-2 >3475 R Não Amorim et al., 2007; Darboux et al., 2007 
 China RLCq2/IAB59 cqm1REC >100.000 R/A Não Su et al., 2018 
  RLCq1/C3-41 cqm1R >100.000 R/A Não Yuan et al., 2000; Chalegre et al., 2015 
Fonte: Silva-Filha et al. (2021). 
Nota: RR: Razão de resistência. (a) Herança da resistência: R: Recessiva; A: Autossômica; S: Ligada ao sexo. ND: Não Determinada.  
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Dentre os registros de alelos mutados, o principal alelo de resistência, 

cqm1REC, apresenta uma deleção de 19 pb, compreendendo os nucleotídeos 

1257–1275, que provoca um códon de parada prematuro na posição 1362 e, 

consequentemente, na síntese de uma proteína truncada, de 437 aminoácidos, 

desprovida da âncora GPI, como representado na Figura 11 (Romão et al., 2006; 

Chalegre et al., 2009). O alelo cqm1REC-2 possui uma mutação pontual (G1292A) que 

também gera um códon de parada prematuro na posição 431, levando igualmente à 

produção de uma proteína truncada (Chalegre et al., 2015). Estes códons de parada 

prematuros levam à produção de proteínas truncadas e sem âncora GPI, portanto 

não podem se localizar no epitélio intestinal e se ligar à toxina Bin (Chalegre et al., 

2015).  A proteína completa apresenta 580 resíduos de aminoácidos, já a codificada 

pelo alelo cqm1REC consiste em 408 resíduos de aminoácidos originais da proteína 

Cqm1 completa, seguidos por 28 resíduos resultantes do quadro de leitura alterado. 

Por outro lado, a proteína codificada pelo alelo cqm1REC-2 compreende 430 resíduos 

da proteína original. Estes alelos têm herança recessiva, portanto, apenas indivíduos 

homozigotos têm o fenótipo de resistência. Estes alelos cqm1REC e cqm1REC-2 já 

foram detectados em populações de Cx. quinquefasciatus no Recife (Chalegre et al., 

2009; Menezes et al., 2016) utilizando um ensaio de reação em cadeia da 

polimerase (PCR) alelo específica (Figura 11). Esta ferramenta permite identificar o 

genótipo dos indivíduos para estes alelos. 

 Análises de expressão gênica revelaram que os transcritos correspondentes 

aos alelos cqm1REC e cqm1REC-2 apresentam níveis significativamente reduzidos 

quando comparados ao alelo selvagem cqm1 (Figura 12) (Chalegre et al., 2015). 

Possivelmente, os transcritos truncados gerados pelos alelos de resistência são 

reconhecidos como RNAs aberrantes e podem ser degradados pela via de 

decaimento de RNA (Romão et al., 2006). Ensaios de imunodetecção com 

anticorpos anti-Cqm1 corroboram a ausência da proteína Cqm1 em amostras de 

membranas apicais de epitélio intestinal (Brush Border Membrane Fraction) de 

larvas homozigotas para os alelos de resistência (Figura 13), demonstrando 

ausência ou forte redução da expressão da proteína nessas linhagens comparadas 

com larvas suscetíveis (Romão et al., 2006; Amorim et al., 2010; Chalegre et al., 

2015). Um padrão equivalente pode ser observado em ensaios enzimáticos de 

atividade alfa-glicosidase in gel, ou zimogramas, que detectam bandas catalíticas em 

amostras de larvas suscetíveis e resistentes. Neste ensaio, a banda correspondente 
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à Cqm1 está ausente em larvas R (Figura 14). Assim, indivíduos cuja resistência é 

conferida por estes alelos em homozigose podem ser caracterizados através de 

PCR alelo específica, padrões de transcritos reprimidos e ausência da respectiva 

proteína Cqm1 por imunodetecção ou por zimograma. 

 
Figura 11. Alelos cqm1 de larvas de Culex quinquefasciatus de uma colônia suscetível (S) e 

de duas colônias resistentes a L. sphaericus (REC e REC-2) por PCR-multiplex. (A) 
Representação esquemática do gene com a deleção de 19 nucleotídeos (del19) do alelo 

cqm1REC e a transição G1324A no alelo cqm1REC-2 e dos transcritos e seus códons de 

parada. (B) Perfil de fragmentos gênicos amplificados por PCR de larvas homozigotas 

suscetíveis para cqm1 (S, 376 e 257 pb) e larvas resistentes homozigotas para cqm1REC 

(REC, 357 e 238 pb) ou cqm1REC-2 (REC-2, 376 e 172 pb). MW. peso molecular. C. Amostras 

sem DNA. 

 
Fonte: Chalegre et al. (2015). 
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Figura 12. Expressão relativa dos alelos cqm1, cqm1REC e cqm1REC -2 em pools de larvas de 

Culex quinquefasciatus de uma colônia suscetível e duas colônias resistentes (REC e 

REC-2) a Lysinibacillus sphaericus, por RT-PCR quantitativa. Os valores são médias ± 

Desvio padrão. 

 
Fonte: Chalegre et al (2015). 

 
Figura 13. Immunoblotting da expressão do Cqm1 em amostras de microvilosidades do 

intestino médio (B) e em larvas inteiras (L) de Culex quinquefasciatus suscetível (CqSF) e 

resistente (CqRL1/2362) à toxina Bin. 

 
Fonte: Adaptado de Romão et al. (2006).  
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Figura 14. Atividade enzimática de α-glicosidase em gel em larvas de Culex 

quinquefasciatus suscetíveis (S) e resistentes a L. sphaericus (REC e REC-2). Extratos de 

larvas inteiras (L), de intestinos médios dissecados (M) e de intestinos médios dissecados 

sem a membrana peritrófica (M-). 

 
Fonte: Chalegre et al (2015). 

 

2.5 PANTETEINASES 

 

Estudos do transcriptoma comparativos de larvas resistentes e suscetíveis à 

inseticidas têm sido realizados com o objetivo de obter uma visão mais ampla de 

genes e vias que podem estar relacionados ao fenótipo de resistência. Um estudo 

transcriptômico por sequenciamento de nova geração (RNAseq) do intestino de 

larvas de Cx. quinquefasciatus de três colônias resistentes (RIAB59, REC e REC2) à 

toxina Bin comparado a larvas de uma colônia suscetível (CqSLab) (Rezende et al., 

2019, 2024). O transcrito do gene cqm1, que confere a resistência nestas colônias, 

mostrou um status de repressão, como esperado, e corroborou o fenótipo de 

resistência. No entanto, foi observado que, dentre outros transcritos com alto nível 

de repressão, se destacaram os transcritos de duas moléculas denominadas 

panteteinases (CPIJ017593, CPIJ017592), cuja quantificação relativa foi ainda 

menor do que transcritos do gene cqm1 (Quadro 2). Dentre as duas moléculas da 

panteteinase, a CPIJ017593 apresentou a menor quantificação relativa, e o seu 

padrão de repressão foi confirmado por ensaios de qRT-PCR usando amostras de 

RNA extraído dos pools de intestinos de larvas usados no RNAseq (Figura 15) 

(Rezende et al., 2019 e 2024). Esta panteteinase foi detectada em meio a outras 

proteínas em amostras de microvilli intestinal (BBMF) de larvas de Culex 

quinquefasciatus (Figura 16), em um estudo que buscou proteínas candidatas a ser 
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um possível receptor da toxina Cry48Aa/Cry49Aa, um outro componente inseticida 

produzida pelo L. sphaericus (Rezende et al., 2017). Na literatura, não há dados 

sobre panteteinases de mosquitos, além destes dados obtidos em nossos trabalhos. 

Em outros insetos, os dados também são escassos contrastando com um muitos 

estudos de panteteinases em humanos, como será descrito na seção 2.5.2. 

 
Quadro 2.  Perfil de repressão diferencial de transcritos dos genes que codificam o Cqm1 e 

a panteteinase (pan1 e pan2) em larvas de Culex quinquefasciatus resistentes à toxina 

Binária (RIAB59, REC, REC2) comparados a suscetíveis em redução de transcritos.  

 Log Fold Change (p value)  

Gene ID RIAB59 REC REC2 

Cqm1 CPIJ013173 -4.65 (9.1 10-14) -5.84 (9.3 10-80) 
 

-4.14 (7.3 10-87) 

Pan1 
 

CPIJ017593 -7.13 (1.5 10-49) -8.77 (4.6 10-13) -8.17 (2.1 10-12) 

Pan2 CPIJ017592 -7.13 (1.5 10-49) -7.86 (1.1 10-10) -8.26 (9 10-12) 

Fonte: Adaptado de Rezende et al (2019, 2024). 
 

Figura 15. Figuras dos dois perfis de transcrição da panteteinase CPIJ017593 de larvas 

suscetíveis (S) e resistentes (RIAB59, REC e REC-2) feito por qRT-PCR para validar o 

transcriptoma apresentado no quadro 2. 

 
Fonte: Adaptado de Rezende et al (2019 e 2024). 
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Figura 16. Proteínas do microvilli do intestino de Culex quinquefasciatus identificadas por 

ensaio de pull-down como possíveis ligantes da toxina Cry48Aa/Cry49Aa. (A) Proteínas do 

microvilli. (B) Toxina Cry48Aa/Cry49Aa imobilizadas em esferas de CNBr. (C) Proteínas do 

microvilli com capacidade de ligação à toxina imobilizada nas esferas. A espectrometria de 

massas de proteínas da faixa C, mostrou a panteteinase, dentre outras proteínas 

identificadas. 

 
Fonte: Rezende et al. (2017). 

 

Uma análise in silico utilizando o banco de dados VectorBase, identificou seis 

genes parálogos em Cx. quinquefasciatus que codificam diferentes variantes da 

panteteinase, cujas sequência estão alinhadas na Figura 17 (Rezende et al., 2024). 

A sequência genômica da panteteinase (CPIJ017593) apresenta 2419 pb cuja fase 

aberta de leitura possui 1551 pb. A transcrição deste gene resulta em uma proteína 

com 516 aminoácidos com peso molecular de 57 kDa (https://www.vectorbase.org 

acessado em 07/2025. A proteína recombinante apresentou um peso molecular 

observado (~70 kDa) superior ao previsto (57 kDa), sendo reconhecida por 

anticorpos específicos (anti-Histidina e anti-panteteinase) e confirmada por 

espectrometria de massas (Figura 18). Foi investigado se modificações 

pós-traducionais de glicosilação poderiam ser a razão para a diferença do peso 

esperado e observado. Não foi encontrada uma presença de glicosídeos compatível 

com essa diferença (Figura 18 C), e esta questão ainda necessita ser esclarecida. 

Os dados indicam que a panteteinase recombinante mantém sua identidade e 

integridade em diferentes sistemas de expressão, com modificações glicosídicas 

mínimas. A expressão da proteína em E.coli permitiu a produção de anticorpos 

policlonais anti-panteteinases que foram usados para investigar a expressão da 

https://www.vectorbase.org/
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proteína nativa nas larvas de insetos. De fato, uma proteína de ~70 kDa foi 

reconhecida pelos anticorpos anti-Pan nas amostras de microvilosidades intestinais, 

entretanto o reconhecimento de baixa sensibilidade e baixa especificidade. Diante 

disso, ainda são necessários novos estudos de identificação das panteteinases de 

Cx. quinquefasciatus. 
 
Figura 17. Alinhamento da sequência de aminoácidos das panteteinases de Cx. 

quinquefasciatus. Aminoácidos idênticos e similares são mostrados em preto e cinza, 

respectivamente. Os primers utilizados para amplificação gênica (caixas vermelhas), 

N-glicosilação (caixas verdes) e sítios de O-glicosilação (setas) são indicados na sequência 

CPIJ017593. 

 
Fonte: Rezende et al (2024). 
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Figura 18. Expressão da panteteinase recombinante CPIJ017593 de Culex quinquefasciatus 

em SDS-PAGE a 10% corados com azul de Coomassie (CB) e detectadas por imunoblotting 

com anticorpos monoclonais direcionados à etiqueta de poli-histidina (anti-His) ou anticorpos 

policlonais contra a panteteinase recombinante (anti-Pan). (A) Proteína recombinante 

expressa em E. coli. (B) A mesma proteína expressa em células Sf9. (C) Tratamento com 

endoglicosidase da panteteinase recombinante (Pan) em células Sf9 incubadas com a 

enzima PNGase F a 37 °C durante 4 h e visualizadas com CB. NT. Incubação sem a enzima. 

T. Incubação com a enzima. 

 
Fonte: Adaptado de Rezende et al. (2024). 

 

2.5.1 Panteteinases em outros Insetos 

 

As panteteinases já foram identificadas a nível genômico em diferentes 

classes de artrópodes. Há 1006 genes codificantes da panteteinase, de acordo com 

o NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene acessado em 06/2025), sendo 107 genes 

descritos em artrópodes. Estes genes já foram detectados em espécies tais como 

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

Mamestra configurata. Diferente dos estudos em humanos, a maior parte dos 

estudos sobre as panteteinases/Vanin-like proteins em insetos foram identificadas a 

partir de análises proteômicas e transcriptômicas, sem uma caracterização funcional 

desta molécula. Em uma análise proteômica de larvas de Bombyx mori, uma Vanin 

like protein foi detectada em células da glândula de seda deste inseto (Zhang et al., 

2006). Outro relato é a presença destas proteínas na membrana microvilar do 

intestino médio de Spodoptera frugiperda, com homologia a VNN1 de Drosophila 

melanogaster (Ferreira et al., 2007), identificada em uma análise proteômica da 

membrana do microvilli do intestino médio, com sequência codificante de âncora GPI 
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(Fuzita et al., 2019). Em outro estudo, em transcritos diferencialmente expressos de 

larvas suscetíveis de Ostrinia nubilalis, após tratamento com a toxina Cry1Ab de 

Bacillus thuringiensis, foram detectados dois genes homólogos às panteteinases de 

Mamestra configurata e de Bombyx mori (Yao et al., 2014), assim como estes genes 

foram detectados em larvas resistentes a esta toxina, porém sem destaque de 

expressão diferencial (Yao et al., 2017). Toprak et al. (2016) realizaram uma análise 

proteômica do intestino de Mamestra configurata, e identificaram uma panteteinase 

homóloga às enzimas descritas em Papilio xuthus, Nasonia vitripennis e Tribolium 

castaneum. A enzima identificada, denominada McPAN (código de acesso: 

HM357848), encontra-se ilustrada na Figura 19 e foi associada a uma possível 

atividade hidrolítica no organismo do inseto. Além dos estudos de Rezende et al. 

(2017, 2019, 2024), os estudos de Yao et al. (2014, 2017) foram os únicos que 

detectaram panteteinases, ou seus transcritos diferencialmente expressos, em 

insetos suscetíveis ou resistentes às toxinas de bactérias entomopatógenas. 

 
Figura 19. Perfil de transcritos do gene da panteteinase em diferentes tecidos de Mamestra 

configurata por reações de RT-PCR. FG: Intestino anterior; MG: Intestino médio; HG: 

Intestino posterior; MT: Tubos de malpighi; IN: Tegumento; TR: Traqueia; FB: Corpo 

gorduroso. 

 
 Fonte: Toprak et al. (2016). 

 

2.5.2 Panteteinases em Humanos 

 

Ao contrário de insetos, panteteinases em humanos vêm sendo bem 

estudadas. As vanin-like proteins ou vaninas, foram identificadas pela primeira vez 

em extratos de rins de cavalo (Calvine et al., 1968; Duprè; Cavallini, 1979). Estas 

proteínas também foram identificadas em diferentes tecidos de outros vertebrados 

como mamíferos e aves (Bartucci et al., 2019) e maior parte dos estudos têm sido 
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feitos em humanos e camundongos. Em humanos, os dois principais genes que 

codificam as panteteinases são denominados vnn1 e vnn2. O gene vnn1 é 

responsável pela produção da VNN1, expressa como uma proteína de membrana 

em diferentes tecidos, incluindo fígado, rins, pulmões, trato gastrointestinal, baço, 

sangue e pele (Yamashita et al., 2017). Já a VNN2 também apresenta expressão 

nesses mesmos órgãos, porém em concentrações mais elevadas nos neutrófilos 

circulantes, possivelmente em função de seu envolvimento na regulação dos 

processos de adesão e migração dessas células (Nitto; Onodera, 2013; Bartucci et 

al., 2019). Estas proteínas em humanos possuem peso molecular de 70 kDa (Figura 

20), o que também difere do peso predito de 57 kDa (Aurrand-Lions et al., 1996). 

Neste caso, foi comprovado que a diferença é devido a N-glicosilação da proteína 

(Suzuki et al., 1999; Ruan et al., 2010; Kaskow et al., 2012). A estrutura 

tridimensional da panteteinase humana foi elucidada por meio de cristalografia de 

raios X, contribuindo significativamente para o aprofundamento do conhecimento 

sobre essa enzima (Boersma et al., 2014) (Figura 21). Estruturalmente, a proteína é 

composta pelo domínio base e o domínio nitrilase e a isoforma da panteteinase 

VNN1 se apresenta com a conformação monomérica, e não há evidências de 

oligomerização. 

 
Figura 20. Perfil eletroforético da panteteinase (Vanina-1) em SDS-PAGE. (A) 
Imunodetecção da proteína nativa de camundongo. (B) Proteína recombinante expressa em 

células HEK293. 

 
Fonte: (A) Aurrand-Lions et al. (1996). (B) MyBioSource, com o código de acesso do produto 

MBS9141761. 
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Figura 21. Estrutura tridimensional da panteteinase (VNN1) por cristalografia de raio X com 

dois domínios. O domínio nitrilase é representado por α-hélices (ciano) e folha-β (roxo) onde 

encontra-se o sítio ativo da proteína. O domínio base, que consiste quase inteiramente na 

estrutura secundária de folha-β (azul escuro a vermelho escuro). 

 
Fonte: Boersma et al. (2014). 

 

Funcionalmente, as panteteinases são enzimas da classe de hidrolases (EC 

3.5.1.92) com capacidade de clivar a panteteína, originada a partir do ciclo da 

Coenzima A (CoA), em ácido pantotênico (ou vitamina B5) e cisteamina (Bartucci et 

al., 2019). O ácido pantotênico é um importante cofator na produção e degradação 

de lipídios (Kaskow et al., 2012), e pode estar envolvida nos processos de 

homeostase e imunidade (Ferreira; Naquet; Manautou, 2015). Já o outro produto, a 

cisteamina, atua como precursor na biossíntese de hipotaurina e taurina, além de 

poder ser convertida em cisteína (Sharma et al., 1995; Kaskow et al., 2012; Jeitner; 

Pinto; Cooper, 2018). Tanto a cisteamina quanto seus derivados, como a taurina, 

apresentam propriedades oxirredutoras, contribuindo para a regulação do estresse 

oxidativo nas células, além de exercerem efeitos citoprotetores. (Nitto; Onodera, 

2013; Ferreira; Naquet; Manautou, 2015; Jeitner; Pinto; Cooper, 2018). A figura 22 

representa a panteteinase integrada nestas vias metabólicas.  
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Figura 22. Esquema representando a pantenteinase (VANIN) em vias metabólicas de ácidos 

graxos e do estresse oxidativo.  

 
Fonte: Kaskow et al. (2012).  

 

Estudos de caracterização funcional tem demonstrado o importante papel das 

panteteinases em processos fisiológicos e patológicos (Galland et al., 1998; Martin et 

al., 2001; Bartucci et al., 2019). A panteteinase tem, por exemplo, um papel central 

na regulação da lipólise do tecido adiposo atuando como um sensor de estresse 

oxidativo (Chen et al., 2020). Camundongos com uma dupla deleção do gene 

Vanin-1 (Vanin-1–/–) apresentaram maior acúmulo de gordura nesse tecido, sem 

alteração dos demais tecidos, indicando o papel específico da panteteinase neste 

tecido (Figura 23). Este estudo mostrou ainda que a introdução de mRNA de Vanin-1 

no tecido adiposo abdominal ativou a lipólise, resultando em redução da gordura. As 

vaninas também são estudadas em diversas patologias humanas (Tabela 1). Em 

vista da importância da vanina-1 humana em doenças degenerativas, muitas 

ferramentas de detecção e quantificação estão disponíveis comercialmente tais 

como vaninas recombinantes, anticorpos policlonais/monoclonais anti-vanina e kits 

de ELISA. Assim, estudos de caracterização e identificação das panteteinases de 

Cx. quinquefasciatus são necessários no escopo de nosso estudo. 
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Figura 23. Perfil comparativo do tamanho e peso do tecido adiposo branco abdominal de 

camundongos selvagens (WT) e com duplo nocaute do gene codificador da Vanin-1 

(Vanin-1-/-). 

 
Fonte: Chen et al. (2020). 

 

Tabela 1. Exemplos de patologias humanas com participação direta ou indireta de 
panteteinases. 

Órgão Patologia Organismo Referência 

Baço, fígado e sangue Malária Camundongo 1 

Cérebro Doença de Huntington (DH) Camundongo 2 

Fígado Esteatose DHGNA* e NASH** 
 
Hepatotoxicidade 

Humano 
 
Camundongo 

3 e 4 
 
5 

Intestino Doença inflamatória intestinal (DII), 
Colite e Câncer colorretal  
 
Câncer colorretal e Esquistossomose  

Humano 
 
 
Camundongo 

6, 7 e 8 
 
 
9 e 10 

Pâncreas Diabetes 1 Camundongo 11 

Pele Psoríase Camundongo 12 

Pulmão Asma Humano 13 

Rins Lesão renal 
 
Tumores adrenais 

Humano 
 
Camundongo 

14 
 
15 

Diversos  Esclerose sistêmica e Isquemia arterial Camundongo 16 e 17 

*DHGNA: Doença hepática gordurosa não alcoólica; **NASH: Esteato-hepatite não alcoólica. Fonte: 
1: Min-Oo et al., 2007; Rommelaere et al., 2015; 2: Karpuj et al., 2002; 3: Bartucci et al., 2019; 4: 
Bartucci et al., 2019; Povero et al., 2013, 2015; 5: Ferreira et al., 2016; 6: Gensollen et al., 2013; 7: 
Berruyer et al., 2006; 8: Chai et al., 2016; 9: Pouyet et al., 2010; 10: Martin et al., 2004; 11: 
Roisin-Bouffay et al., 2008; 12: Jansen et al., 2009; 13: Xiao et al., 2016; 14: Zierfuss et al., 2024; 15: 
Late et al., 2014; 16: Kavian et al., 2016; 17: Dammanahalli; Stevens; Terkeltaub, 2012. 
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3 OBJETIVOS 
 

3.1 OBJETIVO GERAL  

 

Contribuir para a caracterização da panteteinase de Culex quinquefasciatus a 

partir da análise comparativa de transcrição do gene e expressão da proteína em 

indivíduos suscetíveis e resistentes ao larvicida Lysinibacillus sphaericus. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

a)​ Avaliar o perfil de transcrição do gene da panteteinase por quantificação 

relativa de larvas e de adultos. 

 

b)​ Avaliar o perfil de transcrição do gene cqm1 por quantificação relativa de 

larvas e de adultos. 

 

c)​ Avaliar a capacidade de dois anticorpos para o reconhecimento de 

panteteinases recombinantes 

 
d)​ Avaliar a expressão de panteteinases nativas em amostras de microvilli 

intestinal de larvas. 

 

 



47 
 

4​ METODOLOGIA 

 

4.1 COLÔNIAS DE CULEX QUINQUEFASCIATUS 

 

Neste estudo, foram utilizadas larvas do 4° instar e adultos de duas colônias 

de Cx. quinquefasciatus, sendo uma de referência e uma resistente ao larvicida L. 

sphaericus, denominadas, respectivamente, CqSLab e R2362/REC.  

A colônia CqSLab é a colônia de referência, suscetível a inseticidas, 

estabelecida com ovos coletados em Recife e mantida há mais de dez anos no 

insetário do Instituto Aggeu Magalhães (IAM-Fiocruz) (Menezes et al., 2021). A 

colônia R2362/REC foi selecionada com o larvicida L. sphaericus 2362 em 

laboratório e apresenta um nível de alta razão de resistência (RR > 100.000) a este 

composto (Pei et al., 2002).  A resistência da colônia é devido a uma falha de ligação 

da toxina Bin aos receptores Cqm1 do epitélio. Conforme descrito na introdução, 

indivíduos homozigotos para o alelo cqm1REC não expressam o receptor Cqm1, 

portanto, a toxina não pode se ligar a este alvo (Romão et al., 2006; Chalegre et al., 

2015). A colônia R2362/REC vem sendo mantida por mais de 200 gerações em 

insetário. A partir deste tópico as colônias CqSLab e R2362/REC, serão 

denominadas S e R, respectivamente.  

As colônias foram mantidas no insetário do Departamento de Entomologia do 

IAM-Fiocruz sob condições controladas de temperatura (26 ± 1°C), umidade relativa 

(70 ± 20%) e fotoperíodo (14:10 horas, claro:escuro) (Menezes et al., 2021). As 

larvas foram mantidas em recipientes plásticos (45,5 cm [altura] x 28 cm [largura] x 

7,7 cm [profundidade]) contendo 2L de água potável, e foram alimentadas com ração 

para gatos (Friskies®). Os adultos foram alimentados com solução de sacarose a 

10% e água ad libitum. A cada semana foi ofertado para as fêmeas um repasto de 

sangue desfibrinado de coelho, durante 1h, em um sistema de alimentação artificial 

(Crespo et al., 2024). 

 

4.2 ENSAIOS DE QRT-PCR  

 

Os ensaios da Reação em Cadeia da Polimerase com Transcrição Reversa 

Quantitativa (qRT-PCR) tiveram o objetivo de quantificar e comparar o padrão de 

transcrição dos genes estudados, em larvas e adultos individuais. Para tal, foi feita a 
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extração de RNA total dos espécimes utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen), 

seguindo as instruções do fabricante. Como amostras, foram utilizadas larvas do 

início do quarto estágio (até 12 horas após a muda) e adultos (machos e fêmeas) 

com três a cinco dias de idade de cada colônia, de forma individual. As amostras 

foram avaliadas em relação à concentração e qualidade no NanoDrop 2000c® 

(Thermo Scientific). A concentração de RNA das amostras foi mantida entre 30-500 

ng/µl e, em termos de qualidade, uma razão de absorbância a 280 nm/260 nm entre 

1,7 e 2 foi definido como critério para triagem de amostras de boa qualidade. As 

amostras fora destes padrões foram descartadas. 

Para as reações, foram desenhados primers específicos para os genes alvos 

(panteteinase CPIJ017593, cqm1 CPIJ013173) e para o gene usado como controle 

endógeno (subunidade ribossômica 18S), descritos no Quadro 3. As reações a partir 

de amostras de RNA extraídas de cada indivíduo foram realizadas em duplicata 

usando o Kit QuantiTect® SYBR Green RT-PCR® (QIAGEN) para as reações de 

qRT-PCR one-step, segundo instruções do fabricante. As reações foram feitas 

usando o SYBR Green Mix (2x, 5 µl), enzima transcriptase reversa (0.5 U) RNA 

molde (100 ng), primers forward e reverse (0,2 μM/primer) para os genes alvos e 

para o gene controle. Como controle negativo das reações, foram utilizadas 

amostras sem o RNA extraído. As reações foram realizadas no equipamento ABI 

7500® (Applied Biosystems) disponível no Núcleo de Plataformas Tecnológicas do 

IAM. A quantificação relativa foi feita através do programa 7500 software v.2.0.5 da 

Applied Biosystems®. As análises foram realizadas pelo método do CT (Ciclo 

Threshold) comparativo (Livak and Schmittgen, 2001). Para todos os ensaios, uma 

amostra de indivíduo suscetível (larva ou adulto) foi selecionada como 

referência-calibrador. Neste caso, esta amostra foi escolhida cujo valor de ΔCt foi o 

mais próximo possível a média de ΔCt do grupo representativo de larvas suscetíveis 

analisadas. 
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Quadro 3. Primers usados ​​para realizar as reações de qRT-PCR para avaliar a expressão 

dos genes de Culex quinquefasciatus. 

Gene ID1 Amplicon (pb) Primers (5’-3’)2 

18S [1] 159 F CGCGGTAATTCCAGCTCCACTA 
 
R GCATCAAGCGCCACCATATAGG 

CPIJ017593 (pant) [2] 228 F TCTTTGCCTGCACCGGGACCA 
 
R CGAATGGTTTGCCATCCTTCGT 

CPIJ013173 (cqm1) [3]. 228 F GAACCGGACTCGAAGGACTG 
 
R CTCCGGCTGAATATCGTAGAAATC 

1 LIU et al., 2011. [1] 18S: gene de controle de proteína ribossomal. [2] pant: panteteinase.  [3] cqm1: 
Culex quinquefasciatus maltase 1.  
2 REZENDE et al., 2019. Primers forward (F) and reverse (R) desenhados usando o PrimerSelect 
(DNASTAR) com bases na sequência obtidas na plataforma VectorBase (https://vectorbase.org).  

 

4.3 PRODUÇÃO DE ANTICORPOS POLICLONAIS 

 

Com o objetivo de detectar se a proteína é expressa no epitélio intestinal das 

larvas, foram produzidos anticorpos policlonais contra antígenos da panteteinase 

CPIJ017593. Estes anticorpos foram produzidos visando superar a dificuldade 

descrita na seção 2.5 sobre o baixo desempenho de anticorpos policlonais 

produzidos contra a panteteinase recombinante de E. coli. As sequências dos 

peptídeos foram selecionadas a partir da análise in sílico com o “Antigenic Index - 

Jameson-Wolf”, pelo Dr. Itabajara Vaz da UFRGS (Figura 24). A partir dessa análise 

foram selecionados dois peptídeos da panteteinase contendo 13-14 resíduos da 

CPIJ017593 (LKRDQIDGYRTMD e CPENGDERPCASDG). Os peptídeos foram 

obtidos por síntese, conjugados à formamida, pela Dra. Maria Aparecida Juliano na 

UNIFESP. Em seguida, cada amostra de peptídeo foi usada individualmente como 

antígeno para imunização de coelhos e produção de anticorpos policlonais na 

empresa CélulaB (http://www.ufrgs.br/celulab). Os soros imunes obtidos a partir da 

imunização dos animais com cada peptídeo obtido, aqui denominados anti-LKR e 

anti-CPE, foram testados de forma individual. 

 

 

 

 

https://vectorbase.org/vectorbase/app
http://www.ufrgs.br/celulab
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Figura 24. Ensaio in silico da antigenicidade da panteteinase CPIJ017593 com o Antigenic 

Index - Jameson-Wolf. 

 
Fonte: Antigenic Index - Jameson-Wolf, análise fornecida pelo Dr. Itabajara Vaz. 

 

4.4 PREPARAÇÃO E AVALIAÇÃO DE AMOSTRAS DE PROTEÍNAS 

 

Os anticorpos anti-LKR e anti-CPE foram utilizados com o objetivo de detectar 

se a proteína da panteteína se encontrava em larvas de Cx. quinquefasciatus. Para 

isso, os anticorpos foram inicialmente testados para o reconhecimento de amostras 

da panteteinase recombinantes e em seguida foram usadas as preparações a partir 

de larvas que poderiam conter panteteinases nativas, conforme descrito abaixo. 

As amostras da panteteinase recombinante (CPIJ017593) foram usadas para 

averiguar se os anticorpos produzidos são capazes de reconhecer a proteína 

recombinante produzida previamente nos sistemas procarioto e eucarioto, por 

membros da equipe do laboratório, que estavam armazenadas a -80 C para uso 

(Rezende et al., 2024). 

No sistema procarioto, foi feita a clonagem do gene que codifica a 

panteteinase em E. coli cepa BL21. Após a expressão da proteína, esta foi purificada 

utilizando Resina Ni-NTA® (Qiagen) (Rezende et. al, 2024). Este gene também foi 

clonado e expresso na linhagem celular do lepidóptero Spodoptera frugiperda (Sf9). 

As células de Sf9 foram transfectadas com o plasmídeo de expressão, e as culturas 
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celulares foram então selecionadas com Zeocin™ (Thermo Fisher Scientific), para a 

obtenção de linhagens celulares estáveis. Os detalhes da produção destas proteínas 

estão disponíveis em Rezende et. al (2024). 

As amostras nativas preparadas utilizando larvas do quarto instar de Cx. 

quinquefasciatus de ambas as colônias (S e R), foram as seguintes: amostras de 

extrato total de três larvas em tampão PBS com inibidores de proteases, e amostras 

de frações de microvilosidades do intestino médio (BBMF - Brush Border Membrane 

Fraction). Estas foram preparadas utilizando intestinos dissecados (n =30) ou larvas 

inteiras (3-5 g), segundo Silva-Filha (1997). Este método tem como princípio o 

isolamento parcial de frações ricas em microvilosidades através de etapas de 

incubação de extratos de larvas com cátions (Mg++) e centrifugação diferencial para 

separação de membranas apicais das células. Após a preparação das amostras de 

BBMF, foi feita a dosagem proteica pelo método de Bradford (1976), com 

modificações. Foi usado o reativo específico (Biorad #5000002) que interage com as 

proteínas presentes promovendo uma reação colorimétrica mensurada a uma 

absorbância de 595 nm. A dosagem em microgramas foi feita baseada em uma 

curva padrão da proteína albumina sérica bovina (BSA). 

A qualidade das amostras também foi avaliada pela detecção da atividade da 

enzima α-glicosidase (EC 3.2.1.20), que é um marcador do enriquecimento de 

proteínas presentes no microvilli intestinal, usando o substrato sintético 

ρ-nitrophenyl-α-D-glucanopyranoside (ρNαG, Sigma N1377), segundo protocolo 

previamente estabelecido (Chalegre et al., 2005). Este substrato é clivado pelas 

α-glicosidases presentes no meio produzindo o grupamento ρ-nitrophenol que 

promove uma reação colorimétrica que foi mensurada a uma absorbância 405 nm. O 

nível de enriquecimento da enzima na fração final obtida foi feita de forma 

comparativa entre a atividade de α-glicosidase em uma quantidade fixa de proteína 

(10 µg) do homogenato inicial e a atividade de uma amostra de microvilli (10 µg) 

obtida ao final da preparação. As amostras foram armazenadas a -70°C até a 

utilização. 

 

4.5 ENSAIOS DE IMUNODETECÇÃO (WESTERN-BLOT) 

 

Esta etapa visou avaliar a capacidade dos anticorpos policlonais anti-LKR e 

anti-CPE de reconhecer a panteteinase recombinante (CPIJ017593) para, 

https://www.bio-rad.com/en-us/sku/5000002-bio-rad-protein-assay-kit-ii?ID=5000002
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posteriormente, empregar estes anticorpos para a detecção de panteteinases 

nativas em amostras de larvas de Cx. quinquefasciatus. Para os ensaios de 

imunodetecção, as amostras de proteínas foram separadas em eletroforese 

desnaturante (SDS-PAGE) em gel a 10%. Em seguida, as proteínas do gel foram 

transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Cytiva®). Esta foi submetida à 

coloração com Vermelho de Ponceau para avaliar a qualidade da transferência e 

marcação de pesos moleculares. Em sequência, cada membrana foi submetida a 

procedimento de imunodetecção usando o equipamento Snap i.d. (Millipore). As 

principais etapas estão descritas a seguir e foram realizadas a temperatura 

ambiente: bloqueio da membrana com 0,1% de leite desnatado (Molico®) em 

tampão TBS-T 1X (1,5 M Tris-HCl; 5 M NaCl; 0.1% Tween 20; pH 7.6) por 30 

segundos; incubação de anticorpos policlonais primários (anti-LKR ou anti-CPE) com 

diluições entre 1:1.000 e 1:100 (a depender do anticorpo utilizado) em tampão 

TBS-T 1X por 20 minutos; incubação de um anticorpo secundário IgG-Rabbit 

conjugado com horseradish peroxidase, com diluição de 1:10.000 em tampão TBS-T 

por 10 minutos. Entre cada etapa, foram feitas lavagens da membrana (5 vezes), por 

15 segundos, com o tampão TBS-T 1X. A detecção foi através de reação de 

quimioluminescência usando o reagente Immobilon® Forte Western HRP Substrate 

(Millipore) e o sinal foi detectado no equipamento IBright CL1000™ Imaging System 

(Thermo Scientific). 

 

4.6 TRATAMENTO ESTATÍSTICO 

 

Os dados obtidos foram analisados no GraphPad Prism versão 10.1.2 e 

expressos como valores médios com desvio padrão. Diferenças estatisticamente 

significativas foram calculadas usando o Teste T não paramétrico. Os valores são 

considerados significativamente diferentes quando p < 0,05.  

 

4.7. COMITÊ DE ÉTICA 

 

Este projeto não inclui procedimentos relacionados às exigências de conduta 

envolvendo seres humanos, de acordo com o Código de Ética, resolução CNS 

196/96 e complementares, bem como não contém pesquisa com animais 

vertebrados (Anexo A).  
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5​ RESULTADOS 
 

5.1 TRANSCRIÇÃO DO GENE DA PANTETEINASE 

 

O principal objetivo dessa etapa foi determinar o padrão comparativo de 

transcrição do gene que codifica a panteteinase (CPIJ017593) de Cx. 

quinquefasciatus, em amostras individuais de larvas e adultos, de uma colônia 

suscetível (S) e outra resistente ao larvicida L. sphaericus (R). As avaliações foram 

feitas por análise de quantificação relativa (Rq) por meio da qRT-PCR, do gene alvo 

e do gene 18S. Para a qualidade da análise comparativa foi feita uma padronização 

das amostras de amostras de RNA utilizadas para os ensaios de qRT-PCR. Um 

amplo número de amostras de RNA foi obtido e após triagem pelos padrões de 

qualidade, apenas parte delas atendeu aos parâmetros adequados de concentração 

e razão de absorbância 280 nm/260 nm (Abs 280/260). Assim, os parâmetros 

médios de Abs 260/280 obtidos nas amostras foram os seguintes: 1,75 para RNA de 

larvas, 1,74 (S) e 1,77 (R) para machos, 1,8 (S) e 1,8 (R) para fêmeas. Esses dados 

demonstram que as amostras de RNA utilizadas nos ensaios de qRT-PCR 

apresentaram boa qualidade o que permite que os resultados obtidos robustos para 

a análise comparativa. Os dados de avaliação das amostras de RNA estão descritos 

no Anexo B (Tabelas Suplementares 1 - 3).  

 

5.1.1 Perfil em Larvas  

 

Ao analisar os resultados das reações de qRT-PCR, transcritos da 

panteteinase estudada foram detectados em larvas S e R. As larvas S (n =23) 

apresentaram um perfil de expressão variado da panteteinase em larvas em relação 

à amostra de referência (Figura 25). A média da Rq nestas amostras foi de 2,65 ± 

3,33, com valores de Rq desde 11 vezes maiores que a referência até 5 vezes 

menores que a mesma, como descrito na tabela suplementar 4. Neste grupo, 13 e 

10 larvas apresentam um valor de Rq acima e abaixo da referência, 

respectivamente, mostrando assim um amplo intervalo de valores de quantificação 

dos transcritos. As amostras de larvas resistentes mostraram um perfil de expressão 

significativamente mais reprimido, com um valor de Rq médio de 0,34 ± 0,28 (p < 

0,05). Dentre as 22 larvas R analisadas, quase a totalidade apresentou valores de 
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Rq abaixo da referência. Portanto, a transcrição da panteteinase apresentou um 

padrão de repressão nas larvas R, comparadas às larvas S.  

 
Figura 25. Quantificação relativa (Rq) da transcrição do gene da panteteinase CPIJ017593 

em larvas do quarto instar de Culex quinquefasciatus suscetíveis (S) comparadas às 

resistentes (R) à toxina Bin, por qRT-PCR. As amostras são larvas individuais (pontos), a 

coluna e a barra representam a média e o desvio padrão, respectivamente. O valor de (p < 

0,05) indica diferença estatisticamente significativa. 

 
                      Fonte: figura produzida pelo autor. 

 

5.1.2 Perfil em Adultos 

 

Na fase adulta, a quantificação relativa da panteteinase foi feita, com machos 

e fêmeas das colônias S e R. Analisados sem distinção, os adultos de ambas as 

colônias apresentaram uma expressão de transcritos variada, no qual indivíduos S 

apresentaram Rq média de 0,70 ± 0,56, e para indivíduos R um valor menor de 0,57 

± 0,42, que não foi significativamente estatístico (Figura 26 A, Tabela suplementar 5). 

O gráfico aponta uma grande dispersão de valores de Rq dos indivíduos das duas 

colônias. Quando os dados são analisados por sexo, as fêmeas S apresentaram 

uma média maior (1,03 ± 0,47) que fêmeas R (0,79 ± 0,33) (Figura 26 B, Tabela 

suplementar 6). Os machos S apresentaram Rq média de 1,48 ± 1,20, enquanto os 

machos R de 0,87 ± 0,70 (Figura 26 C, Tabela suplementar 7). Em ambas as 

comparações, os indivíduos R possuem um valor médio de Rq menor, mas, está 



55 
 

diferença não é significativa (p > 0,05) entre as colônias, na análise global de 

adultos, ou por sexo. Assim, os dados mostram que o perfil de transcrição do gene 

da panteteinase é similar em adultos R e S, diferente do padrão de repressão deste 

gene observado em larvas R. A amostra de referência utilizada para a análise global 

e de fêmeas, foi a amostra de uma fêmea S, com ΔCt mais próximo da média, pois é 

o sexo que realiza o repasto sanguíneo e, portanto, é o principal alvo. Para a análise 

em machos, foi utilizada uma amostra de um macho S como referência.  

 
Figura 26. Quantificação relativa (Rq) da transcrição do gene da panteteinase CPIJ017593 

em adultos de Culex quinquefasciatus suscetíveis (S) comparados aos resistentes (R) à 

toxina Bin, por qRT-PCR. (A) Adultos. (B) Fêmeas. (C) Machos. As amostras são adultos 

individuais (pontos), a coluna e a barra representam a média e o desvio padrão, 

respectivamente. O valor de p > 0,05 indica diferença estatisticamente significativa. 

  
Fonte: produzida pelo autor. 

 

5.2 TRANSCRIÇÃO DO GENE DO CQM1 

 

O receptor Cqm1 é o marcador de resistência de larvas de Cx. 

quinquefasciatus ao larvicida L. sphaericus, pois a ausência desta proteína no 

epitélio intestinal impede o modo de ação da toxina Bin nas larvas, conforme 

apresentado no referencial teórico (seção 2.4). O transcriptoma comparativo do 

intestino das larvas mostrou o perfil de sub expressão do transcrito do gene cqm1 

em pools de intestinos de larvas R, conforme esperado e revelou as panteteinases 
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por apresentarem um padrão de repressão de transcritos mais acentuado do que o 

receptor. Assim, neste estudo a transcrição do gene cqm1 em larvas e adultos foi 

determinada de forma individual, pois esse padrão não foi investigado além de servir 

como um padrão comparativo.  

 

5.2.1 Perfil de Transcrição em Larvas 

 

Esta análise foi feita segundo os mesmos critérios metodológicos usados para 

o perfil de panteteinases. Os resultados mostraram que as larvas S apresentaram 

um padrão de expressão variado em relação à amostra de referência (Figura 27). A 

média da quantificação relativa (Rq) foi de (1,54 ± 1,15) com valores desde 4 vezes 

maiores até 5 vezes menores (Tabela suplementar 8). As larvas R mostraram um 

padrão de expressão reprimido, sendo a Rq média de (0,41 ± 0,25), e neste grupo 

todas as amostras apresentaram valores de Rq abaixo da referência. Portanto, esta 

análise mostrou que a transcrição do cqm1 apresentou um padrão significativo (p < 

0,05) de repressão em indivíduos R comparados aos indivíduos S. 

 
Figura 27. Quantificação relativa (Rq) da transcrição do gene do cqm1 CPIJ013173 em 

larvas individuais do quarto instar de Culex quinquefasciatus suscetíveis (S) comparadas as 

resistentes (R) à toxina Bin, por qRT-PCR. Cada coluna representa a média e o desvio 

padrão obtido de cada colônia. Estatisticamente, o valor de (p < 0,05) indica diferença 

significativa entre as colônias.  

 
Fonte: produzida pelo autor. 
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5.2.2 Perfil em Adultos 

 

​ ​ Na fase adulta, a quantificação relativa do gene cqm1 foi feita com indivíduos 

das colônias S e R, global sem distinção de sexo (Figura 28). Os adultos da colônia 

S apresentaram um perfil variado em relação a amostra de referência do Cqm1, de 

valores que vão de 5 vezes acima da referência até 5 vezes menor, assim a média 

de Rq representou um valor abaixo do desvio padrão (1,49 ± 1,57) (Tabela 

suplementar 9). Adultos da colônia R apresentaram um perfil de repressão (0,47 ± 

0,54), e os valores de Rq dos indivíduos estavam abaixo da mesma referência, em 

quase sua totalidade. Portanto, a análise mostrou que a transcrição do cqm1 

apresentou um padrão de repressão em indivíduos R de ambas as fases de vida 

comparados aos indivíduos S. 

 
Figura 28. Quantificação relativa (Rq) da transcrição do gene cqm1 CPIJ13173 em adultos 

(machos e fêmeas) individuais de Culex quinquefasciatus suscetíveis (S) comparadas as 

resistentes (R) à toxina Bin, por meio de qRT-PCR. Cada coluna representa a média e o 

desvio padrão obtido de cada colônia. Estatisticamente, o valor de (p < 0,05) indicou que há 

diferença significativa entre as colônias. 

 
Fonte: produzida pelo autor. 
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5.3 DETECÇÃO DE PANTETEINASES 

 

Após a detecção do perfil diferencial de transcrição do gene da panteteinase 

em larvas S e R, esta etapa teve como objetivo detectar a expressão da respectiva 

proteína no epitélio intestinal das larvas, utilizando os anticorpos policlonais descritos 

no item 4.3. 

 

5.3.1 Detecção de Panteteinases Recombinantes 

 

Inicialmente, os anticorpos policlonais anti-peptídeos da panteteinase, 

anti-LKR e anti-CPE, foram avaliados em relação a sua capacidade de 

reconhecimento específico da panteteinase CPIJ017593 recombinante e 

semipurificada em resina de níquel. O objetivo foi adequar e padronizar o uso dos 

anticorpos policlonais anti-peptídeos para avaliar a detecção de panteteinases 

nativas em amostras biológicas de Cx. quinquefasciatus. 

Os dois anticorpos, anti-LKR e anti-CPE, foram testados em ensaios de 

imunodetecção da proteína recombinante produzida em E. coli e em células Sf9. 

Nesta primeira análise ambos os anticorpos anti-LKR e anti-CPE detectaram uma 

proteína com peso molecular aparente de 70 kDa nas amostras de proteína 

recombinante produzida em Sf9, com reconhecimento intenso e ausência de outros 

sinais potencialmente inespecíficos (Figura 29). Por outro lado, nenhum dos 

anticorpos reconheceu uma proteína do tamanho esperado nas amostras de E. coli. 

Neste caso, os dois anticorpos mostraram um padrão similar de detecção de duas 

bandas com tamanhos superior e inferior ao peso esperado de 70 kDa. Em seguida, 

para reavaliar o padrão de reconhecimento pelos anticorpos da panteteinase 

expressa em E. coli, foi realizado um ensaio utilizando apenas estas amostras, e 

uma amostra da panteteinase expressa em Sf9 como controle positivo. Novamente 

foi detectado um padrão de reconhecimento inespecífico de bandas, inclusive uma 

banda de 70 kDa mas com fraca intensidade, tanto pelo anti-LKR (Figura 30 A), 

quanto pelo anti-CPE (Figura 30 B). 
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Figura 29. Imunodetecção da panteteinase CPIJ017593 de Culex quinquefasciatus 

produzida de forma recombinante em células Sf9 e em E. coli. (A) Anticorpo anti-peptídeo 

LKR (1:1.000). (B) Anticorpo anti-peptídeo CPE (1:1.000). PM. Marcador de peso molecular 

em kDa à esquerda. 

 
Fonte: produzida pelo autor. 

 

Figura 30. Imunodetecção da panteteinase CPIJ017593 de Culex quinquefasciatus 

produzida de forma recombinante em E. coli. Panteteinase recombinante em Sf9 de 70 kDa 

na pista à direita de cada painel (controle positivo). (A) Anticorpo anti-peptídeo LKR 

(1:1.000). (B) Anti-peptídeo CPE (1:1.000). PM. Marcador de peso molecular em kDa à 

esquerda. 

 
Fonte: produzida pelo autor. 
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Para ter estimativa da sensibilidade dos anticorpos foi feita uma determinação 

da concentração proteica (µg proteína/µl amostra) em amostras de panteteinase 

CPIJ017593 expressa em células Sf9. Para tal, amostras padrão com quantidades 

conhecidas (µg) da proteína BSA (Figura 31) e amostras de panteteinase expressa 

em Sf9 (14.02.23) com diferentes volumes, foram separadas em eletroforese por 

SDS-PAGE a 10%. Após a coloração com azul de Coomassie a quantificação foi 

determinada com base na comparação da densidade do sinal colorimétrico, através 

do equipamento IBright CL1000™ Imaging System. A concentração estimada da 

panteteinase Sf9 (14.02.23), foi de 0,17 µg/µl. Esta amostra foi selecionada para ser 

utilizada como referência e controle positivo para os ensaios posteriores. 

 
Figura 31. Perfil de amostras de panteteinase-Sf9 (14.02.23) CPIJ017593 de Cx. 

quinquefasciatus produzida de forma recombinante em células Sf9 em eletroforese 

SDS-PAGE a 10%. Diferentes quantidades de albumina do soro bovino estão representadas 

nas pistas e foram estimadas para panteteinases. Coloração com azul de Coomassie. PM. 

Marcador de peso molecular em kDa à esquerda. 

 
Fonte: produzida pelo autor. 

 

Após a estimativa da concentração da panteteinase Sf9, foram feitos ensaios 

de imunodetecção de diferentes quantidades da amostra pelos anticorpos anti-LKR e 

anti-CPE, para avaliar a sensibilidade, ou seja, a quantidade mínima de proteína que 
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seria detectável pelos anticorpos. Ambos os anticorpos detectaram a panteteinase 

de 70 kDa em todas as quantidades até 0,0125 µg. A comparação do desempenho 

dos anticorpos, indicou que o anticorpo anti-LKR é mais sensível, pois mostrou um 

reconhecimento mais intenso das amostras comparado à detecção com o anti-CPE, 

usado na mesma titulação 1:1.000 (Figura 32). 

 
Figura 32. Imunodetecção de amostras de panteteinase CPIJ017593 de Culex 

quinquefasciatus recombinante produzida em células Sf9 com dois anticorpos primários 

dirigidos contra peptídeos da proteína. (A) Anticorpo Anti-LKR 1:1.000. (B) Anticorpo 

Anti-CPE 1:1.000. Amostras de proteína em µg. PM. Marcador de peso molecular em kDa à 

esquerda.  

 
Fonte: produzida pelo autor. 

 

Em vista da maior sensibilidade do anticorpo anti-LKR, este foi utilizado para as 

demais análises do estudo. Para estimar a especificidade deste anticorpo foi feito um 

ensaio utilizando diferentes proteínas, que não deveriam potencialmente ser 

reconhecidas pelo anticorpo, e a panteteinase Sf9 como controle positivo. Como 

amostras teste foram utilizadas a proteína Cqm1 de Cx. quinquefasciatus (60 kDa), a 

proteína Aam1 de Aedes aegypti (73 kDa) e a proteína BSA (66 kDa). O anticorpo 

reconheceu a panteteinase Sf9 de 70 kDa com forte intensidade, e bancas 

específicas não foram detectadas nas demais amostras, exceto um discreto sinal na 

amostra Cqm1, indicando a especificidade do anticorpo para a proteína alvo (Figura 

33).  
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Figura 33. Imunodetecção das proteínas Cqm1 de Culex quinquefasciatus (60 kDa), Aam1 

de Aedes aegypti (73 kDa) e a proteína albumina do soro bovino-BSA (66 kDa) e a 

panteteinase recombinante em Sf9 (70 kDa), controle positivo, com o anticorpo anti-LKR 

(1:1000). PM. Marcador de peso molecular em kDa à esquerda.  

 
Fonte: produzida pelo autor. 

 
5.3.2 Detecção de panteteinases nativas 

 

​ Após os ensaios que demonstraram a capacidade de detecção dos anticorpos 

anti-peptídeos para panteteinase recombinante, foi iniciada a etapa de 

imunodetecção de panteteinase nativas para investigar a sua expressão em larvas 

de Cx. quinquefasciatus suscetíveis e resistentes. Nestes ensaios foram utilizadas 

amostras de microvilosidades do epitélio intestinal (BBMF) disponíveis no 

laboratório, pois os transcritos da panteteinase foram detectados inicialmente em 

amostra de epitélio intestinal (Rezende et al., 2017, 2019, Menezes et al., 2023). O 

anticorpo anti-peptídeo LKR foi utilizado para a detecção da proteína nestas 

amostras. Este anticorpo reconheceu uma banda com peso aparente de 70 kDa em 

todas as amostras de BBMF de larvas suscetíveis, analisadas em duplicata, o que é 

consistente com os resultados obtidos com amostras recombinantes e indica a 

presença desta proteína no epitélio intestinal das larvas (Figura 34 A). Nas amostras 

de BBMF de larvas resistentes não houve o reconhecimento de uma banda 

equivalente. Outros ensaios de imunodetecção mostraram um resultado similar, 

porém, com menor discriminação, pois o reconhecimento da proteína de 70 kDa está 

ausente em uma das amostras de BBMF de larvas suscetíveis e foram detectadas 

bandas inespecíficas nas amostras de larvas resistentes (Figura 34 B). A amostra de 
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panteteinase-Sf9 recombinante, usada como controle positivo, foi detectada em 

ambos os ensaios. Em seguida, novos ensaios com estas amostras de BBMF foram 

realizados e a detecção da banda de 70 kDa não foi reprodutível em parte deles. 

Novas amostras de BBMF de ambas as colônias foram produzidas a fim de testar 

preparações mais recentes, partindo da hipótese de instabilidade das proteínas nas 

BBMF’s. Uma sinopse das avaliações das BBMF’s usadas está disponível na Tabela 

2. Todas as preparações atingiram o critério mínimo de concentração proteica > 1 

mg/ml e enriquecimento mínimo de 1.5 vezes da atividade da enzima marcadora de 

microvilli intestinal  alfa-glicosidase. Os resultados demonstraram a detecção de uma 

banda discretamente inferior à 70 kDa em todas as amostras sendo, portanto, 

inconsistente (Figura 35). Uma terceira abordagem para detecção de panteteinases 

nativas foi feita com o anticorpo anti-LKR (1:1.000) utilizando como amostras de 

extrato de larvas inteiras, porém, não houve detecção de uma banda específica de 

70 kDa (Figura 36). Nestes ensaios o controle positivo foi detectado demonstrando a 

validade dos procedimentos experimentais. Assim, os resultados sugerem que há 

uma expressão diferencial da panteteinase nestas larvas, apesar dos ensaios de 

imunodetecção apresentaram algumas falhas de detecção em BBMF de larvas S. 

   
Figura 34. Imunodetecção de panteteinases em amostras de microvilosidades intestinais de 

larvas de Cx. quinquefasciatus suscetíveis e resistentes ao L. sphaericus com anticorpo 

primário anti-peptídeo LKR (1:1000). Panteteinase recombinante em Sf9 de 70 kDa à direita 

(controle positivo Sf9). (A) Seis amostras suscetíveis e duas resistentes. (B) Três amostras 

suscetíveis, pista sem amostra proteica (L2x), duas amostras resistentes. PM. Marcador de 

peso molecular em kDa à esquerda.  

 
Fonte: produzida pelo autor. 
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Figura 35.  Imunodetecção de panteteinases em novas amostras de microvilosidades 

intestinais de larvas de Cx. quinquefasciatus suscetíveis e resistentes ao L. sphaericus com 

anticorpo primário anti-peptídeo LKR (1:1000). Panteteinase recombinante em Sf9 de 70 

kDa à direita (controle positivo Sf9). (S) Suscetível. PM. Marcador de peso molecular em 

kDa à esquerda.  

 
Fonte: produzida pelo autor. 

 

Figura 36. Imunodetecção de panteteinases em amostras de extrato de larvas inteiras de 

Cx. quinquefasciatus suscetíveis e resistentes ao L. sphaericus com anticorpo primário 

anti-peptídeo LKR (1:1000). PM. Marcador de peso molecular em kDa à esquerda. 

 
Fonte: produzida pelo autor. 
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Tabela 2. Avaliação das preparações de BBMF de larvas da colônia suscetível (S) e da 

colônia resistente (R) de Culex quinquefasciatus. Proteína Mg/ml. Quantidade de proteína 

por volume. Enriquecimento da atividade α-glicosidase. Presença de BBMF na preparação.  

Preparações de BBMF Proteína 
Mg/ml 

Enriquecimento da atividade 
α-glicosidase 

S feita em 04/02/2025 5,24 2,26 

S feita em 11/02/2025 2,64 2,19 

R feita em 18/02/2025 1,52 1,62 

R feita em 11/03/2025 2,83 3,0 
Fonte: produzida pelo autor.  
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6​ DISCUSSÃO 
 

O presente trabalho teve como principal objetivo determinar o perfil de 

transcrição do gene da panteteinase em larvas e adultos de Cx. quinquefasciatus 

suscetíveis (S) e resistentes (R) ao L. sphaericus e a detecção desta proteína em 

larvas. Foram identificados seis genes parálogos em Cx. quinquefasciatus que 

codificam diferentes variantes da panteteinase (Rezende et al., 2024). Dentre os 

genes descritos o alvo deste estudo foi a CPIJ017593, baseada em dados prévios 

que mostraram a destacada repressão deste gene da panteteinase no perfil 

transcriptômico por RNAseq de três colônias resistentes a este composto (Rezende 

et al., 2019, 2024). Diante disso, o perfil de transcrição do gene da panteteinase foi 

descrito por ensaios de qRT-PCR para determinar, por quantificação relativa, os 

transcritos deste gene em amostras individuais de larvas bem como em adultos, 

visto que no RNAseq a avaliação foi feita com três pools de larvas (Rezende et al., 

2019, 2024).  O presente trabalho analisou a transcrição do gene da panteteinase e 

do gene cqm1 em cada indivíduo a fim de analisar e obter um perfil de expressão 

deste gene comparativamente entre os indivíduos das colônias resistentes e 

suscetíveis.  

Os dados em larvas individuais mostraram um padrão de repressão de 

transcrição da panteteinase relativamente homogêneo em larvas R, enquanto o perfil 

de transcritos foi variável na transcrição em larvas S. A quantificação relativa, sugere 

uma alta variação de transcritos da panteteinase entre os indivíduos S de uma 

mesma colônia, o que não foi possível caracterizar a partir das análises em pools de 

intestinos (Rezende et al. 2019, 2024). No entanto, ainda não sabemos os tecidos 

específicos onde a panteteinase é expressa, visto que foram analisados intestinos 

no RNAseq e larvas inteiras no atual estudo. No inseto Mamestra configurata os 

transcritos de panteteinase foram detectados em diversos tecidos: como intestino 

(anterior, médio e posterior), túbulos de Malpighi, traqueia e corpo gorduroso (Toprak 

et al., 2016). O perfil de larvas S contrasta com as larvas resistentes visto que a 

maioria apresentou um perfil reprimido, ou seja, com valor de Rq abaixo da 

referência. Sabendo disso, a panteteinase pode ser um novo gene marcador da 

resistência de Cx. quinquefasciatus ao L. sphaericus. 

 

Além de analisar a expressão do gene da panteteinase em larvas, foi 
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realizada uma pesquisa inédita da transcrição deste gene em adultos de Cx. 

quinquefasciatus. Nesta avaliação, a panteteinase apresentou um padrão similar 

entre adultos S e R, analisados sem distinção ou com distinção do sexo, diferente do 

padrão de repressão encontrado em larvas R. A detecção de transcritos em adultos 

foi menor do que em larvas, sugerindo uma menor expressão nesta fase de vida. 

Novos estudos são necessários para determinar se esta proteína exerce um papel 

diferencial em larvas e adultos, bem como nos diferentes tecidos. Os estudos do 

gene da panteteinase CPIJ017593 em Cx. quinquefasciatus e outros insetos, se 

restringiram a detecção em larvas (Toprak et al., 2016; Fuzita et al, 2019; Rezende et 

al., 2024). É ainda possível que panteteinases codificadas por outros genes, 

disponíveis do GeneBank e descritos por Rezende et al. (2024), possam ser mais 

relevantes na fase adulta de Cx. quinquefasciatus do que a panteteinase 

CPIJ017593, uma vez que estes genes ainda não foram investigados em adultos e 

podem apresentar um maior número de transcritos.  

 

Alelos do gene cqm1 conferem a resistência em Cx. quinquefasciatus ao L. 

sphaericus e, portanto, o seu perfil de expressão é um marcador (Romão et al., 

2006; Chalegre et al., 2015). No presente estudo, o perfil de transcrição do gene 

cmq1 por qRT-PCR em larvas também revelou que ocorre uma grande variação 

entre indivíduos S. Não é possível determinar se estes padrões de transcrição 

poderiam determinar variações de suscetibilidade in vivo de larvas individuais. As 

larvas individuais R apresentaram o mesmo perfil de repressão comparados aos S, 

reafirmando a redução da abundância de transcritos em larvas resistentes. Em 

adultos, apesar do estudo da transcrição deste gene ser inédita, foi observado o 

mesmo perfil de repressão em indivíduos R observado em larvas. Sugerindo que 

este gene permanece reprimido durante a fase adulta do Cx. quinquefasciatus, o 

que difere da panteteinase.  
 

No estudo prévio de caracterização da panteteinase CPIJ017593 de Cx. 

quinquefasciatus (Rezende et al., 2024) foi feita a expressão heteróloga da proteína 

em E. coli e células de inseto Sf9, e o reconhecimento por anticorpos monoclonal 

anti-His (1:5.000) e por anticorpos policlonais anti-panteteinase (1:100), produzidos 

previamente. Os anticorpos anti-His reconheceram a panteteinase recombinante de 

forma intensa, como esperado, pois as proteínas foram expressas com uma “tag” de 
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histidinas (Rezende et al., 2024). Entretanto, o anticorpo anti-panteteinase 

apresentou um fraco reconhecimento das proteínas recombinantes, sobretudo 

aquelas expressas em Sf9. Este anticorpo também teve um fraco desempenho para 

detectar a panteteinase de BBMF de forma intensa e específica, mesmo em baixa 

diluição (1:100). Por esta razão o presente estudo buscou avaliar novos anticorpos 

(anti-LKR e anti-CPE) identificados in silico contra peptídeos da panteteinase com 

alto potencial antigênico.  

 

Os dois anticorpos reconheceram a proteína heteróloga produzida em Sf9 

com de 70 kDa, indicando que a proteína detectada é a panteteinase, em vista da 

compatibilidade do peso aparente e confirmação prévia por espectrometria de 

massas. Desta forma, ambos os anticorpos são sensíveis ao reconhecimento da 

proteína expressa em Sf9. Entretanto, o mesmo reconhecimento não foi observado 

em amostras de panteteinases expressas em E. coli, visto que além do 

reconhecimento de uma proteína de 70 kDa, houve a detecção de outras proteínas 

por motivos que ainda precisam ser avaliados, tais como outras proteínas com 

sequências peptídicas similares às reconhecidas pelos anticorpos ou a ligação a 

proteínas não-alvo pelo anticorpo secundário. Os ensaios de imunodetecção da 

panteteinases nativas utilizando preparações de BBMF’s mostraram a expressão 

nestas amostras, que corrobora o perfil dos respectivos transcritos. Foi detectada 

uma banda de 70 kDa em amostras S, enquanto sua ausência ou fraca intensidade 

em amostras resistentes é compatível com o perfil de repressão encontrado para 

este gene. A imunodetecção mostrada no presente estudo em amostras de BBMF, 

corrobora a sua primeira detecção em larvas de Cx. quinquefasciatus como uma 

proteína ligada à membrana intestinal (Rezende et al., 2017). Entretanto, a 

imunodetecção das panteteinases em BBMF, pelo menos sob as condições 

testadas, não mostrou reprodutibilidade suficiente. Em consequência, a detecção em 

amostras de larvas inteiras não foi discriminatória, o que foi relativamente esperado, 

visto que é uma amostra mais complexa do que a BBMF que é uma amostra 

hipoteticamente mais rica em panteteinases. Uma das possíveis razões para a 

dificuldade seria a abundância limitada da panteteinase no epitélio intestinal. A 

imunodetecção da Cqm1 em amostras de BBMF ou de mesmo de larvas, por 

exemplo, é uma ferramenta robusta para discriminar larvas S e R (Romão et al., 

2006; Ferreira et al., 2010). A imunodetecção da panteteinase em BBMF foi 
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discriminatória, mas não mostrou a robustez. Esses resultados permitem admitir que 

o padrão diferencial dos indivíduos S e R não foi claro por detecção proteica, 

enquanto o padrão de transcritos foi elucidativo. A possibilidade de investigar o 

padrão discriminatório através de ensaios enzimáticos, como foi demonstrado para a 

proteína Cqm1 (Amorim et al., 2010; Chalegre et al., 2015), não foi realizada pois 

sistemas de detecção enzimática ainda não estão comercialmente disponíveis para 

panteteinases, mesmo no caso das proteínas humanas, embora a atividade 

enzimática já tenha sido determinada experimentalmente (Rommeleare et al., 2014). 

 

Considerando a caracterização funcional, até o momento, não há dados sobre 

o potencial envolvimento das panteteinases no modo de ação das proteínas 

inseticidas microbianas, sendo necessário uma melhor compreensão da sua 

associação com o fenótipo de resistência. Como descrito no referencial teórico, em 

humanos a função primária das panteteinases é catalisar a conversão de panteteína 

em pantetonato e cisteamina (Kaskow et al., 2012). A panteteína está envolvida no 

metabolismo de ácidos graxos, pois participa do ciclo da CoA, e a liberação 

cisteamina implicada no estresse oxidativo e em ciclos inflamatórios (Ferreira et al., 

2015). Além disso, apresentam um importante papel na lipólise (Chen et al., 2020). 

Neste contexto, as larvas de Cx. quinquefasciatus resistentes à toxina Bin de nosso 

estudo apresentaram possíveis aspectos associados a alterações do metabolismo 

de lipídeos. O transcriptoma destas larvas também apresentou vários genes 

diferencialmente expressos associados ao metabolismo de lipídios e carboidratos 

(Rezende et al., 2019, 2024), assim como reservas energéticas alteradas de larvas e 

adultos (Menezes et al., 2023). Porém, ainda não há nenhuma investigação do 

envolvimento das panteteinases no metabolismo de lipídeos em insetos. Outro 

envolvimento da panteteína se dá no sistema imune de mosquito. Sabe-se que a 

coenzima A (CoA), sintetizada a partir de panteteína e restaurada com pantotenato, 

é essencial para o desenvolvimento do Plasmodium em humanos e mosquitos (Hart 

et al., 2016). O Plasmodium depende do pantotenato exógeno para produzir CoA, e 

a redução de pantotenato em Anopheles stephensi foi associada à diminuição da 

infecção (Simão-Gurge et al., 2021). Tais achados sugerem que as panteteinases 

poderiam ter funções importantes no metabolismo, imunidade e homeostase dos 

mosquitos. 
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Além dos estudos realizados, poderia ser desenvolvida uma nova abordagem 

em busca de mutações que pudessem ser responsáveis pela menor transcrição a 

partir da investigação do polimorfismo das sequências das panteteinases em larvas 

R e S. Mutações na sequência influenciam na transcrição genética, como é 

evidenciado no gene que codifica o receptor Cqm1. Larvas resistentes apresentam 

uma mutação na sua sequência de alelos recessivos, que leva a formação de um 

códon de parada prematuro, influenciando na transcrição deste gene (Chalegre et 

al., 2015). Mutações nonsense também poderiam ser encontradas nos genes que 

codificam as panteteinases, para isso, são necessários novos estudos neste âmbito. 

Em síntese, nas colônias avaliadas, foi possível sugerir a potencial atuação da 

panteteinase como marcador de resistência de Cx. quinquefasciatus a Bin. No 

entanto, é fundamental destacar a importância de realizar novos estudos para 

compreender o seu papel fisiológico e seu potencial envolvimento no modo de ação 

da toxina Bin, ou eventual mecanismo de co-seleção com o fenótipo de resistência.   
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7​CONCLUSÃO 
 

- A panteteinase pode atuar como um novo gene marcador da resistência à Bin, 

além do gene cqm1 nas linhagens estudadas, mas ainda faz-se necessário mais 

estudos. 

 

- O perfil de quantificação relativa de transcritos da panteteinase permitiu a 

discriminação de indivíduos suscetíveis e resistentes, enquanto ensaios de 

imunodetecção desta proteína não apresentou a mesma consistência. 

 

- A menor abundância de transcritos da panteteinase CPIJ017593 em adultos sugere 

que uma menor importância fisiológica nesta fase. 

 

- O perfil de quantificação relativa de transcritos do cqm1 mostrou que o gene se 

mantém sub expresso em larvas e adultos individuais. 

 

- O uso de anticorpos policlonais anti peptídeos da panteteinase teve sucesso e 

demonstrou uma alta capacidade de reconhecimento da proteína.   

 

- Uma análise comparativa de imunodetecção da panteteinase e da Cqm1 em 

amostras de BBMF sugerem uma menor abundância ou estabilidade da 

panteteinase. 
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ANEXO B  
Dados brutos 

 

Tabela Suplementar 1. Avaliação da extração do RNA de larvas do quarto estádio (L4) das 

colônias suscetível e resistente ao Lysinibacillus sphaericus utilizadas para as reações de 

qRT-PCR. 

Larvas L4      
Colônia suscetível   Colônia resistente 
 Concentração Razão absorbância  Concentração Razão absorbância 
ID ng/ul 280/260  ng/ul 280/260 
1 226 1,75  198,5 1,72 
2 274,6 1,74  178,4 1,75 
3 93,9 1,74  62,3 1,87 
4 74,8 1,88  246,2 1,9 
5 157,2 1,72  120,3 1,74 
6 113,3 1,74  269,3 1,88 
7 146,9 1,85  39,6 1,76 
8 144 1,74  125,4 1,7 
9 145,5 1,73  138,1 1,71 
10 53,2 1,77  197,3 1,8 
11 70,3 1,75  31,3 1,72 
12 56,3 1,74  223,5 1,84 
13 172,7 1,82  161,5 1,74 
14 74,2 1,84  156,1 1,73 
15 155,1 1,73  145,3 1,7 
16 131,5 1,75  243,2 1,85 
17 75,7 1,71  246,2 1,84 
18 338,8 1,97  478,9 1,76 
19 235,2 1,85  302,7 1,96 
20 100,2 1,72  234,7 1,84 
21 97,4 1,79  148 1,71 
22 102,7 1,72  203,2 1,79 
23 228,3 1,85  235,4 1,82 
24 241,2 1,87  241,4 1,84 
25 201,6 1,82  328,6 1,97 
26 146 1,73  240,6 1,84 
27 202,9 1,81  245,6 1,83 
28 483,9 1,73  218,7 1,81 
29 150,9 1,74  322,6 1,93 
30 101,4 1,7  233,8 1,82 
31 158 1,78  173,6 1,75 
32 261,8 1,89  161,6 1,7 
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33 195,3 1,78  218,2 1,78 
34 195,4 1,8  197,9 1,79 
35 177,3 1,79  307,8 1,93 
36 268,5 1,9  165,2 1,73 
37 277,5 1,91  271,6 1,88 
38 150,5 1,74  228,9 1,82 
39 219 1,82    
40 166,4 1,8    
41 221,3 1,83    
Média 157,20 1,78  218,45 1,81 
Desvio padrão 83,93 0,06  82,32 0,07 
Fonte: produzida pelo autor. 
 
 
Tabela Suplementar 2. Avaliação da extração do RNA de adultos fêmeas com 2-5 dias de 

muda das colônias suscetível e resistente ao Lysinibacillus sphaericus utilizadas para as 

reações de qRT-PCR.  

Adultos 

Colônia suscetível            Colônia resistente 
ID Concentração Razão absorbância  Concentração Razão absorbância 
Fêmeas ng/ul 280/260  ng/ul 280/260 
1 129,1 1,76  220,6 1,8 
2 146,4 1,72  232,2 1,8 
3 132 1,74  300,2 1,9 
4 224,3 1,77  236,5 1,8 
5 283,9 1,9  247,9 1,84 
6 297,1 1,84  280,9 1,88 
7 172,1 1,8  181,3 1,78 
8 291,9 1,9  196,6 1,79 
9 195,8 1,79  218,3 1,83 
10 297,6 1,91  180,4 1,8 
11 238,6 1,84  258,3 1,8 
12 309,5 1,93  250,8 1,83 
13 249 1,83  223,5 1,8 
14 127,1 1,85  140,6 1,78 
15    124,4 1,83 
16    139 1,78 
17    211,3 1,83 
Média 231,45 1,84  220,60 1,8 
Desvio padrão 67,27 0,06  47,84 0,03 
Fonte: produzida pelo autor. 
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Tabela Suplementar 3. Avaliação da extração do RNA de adultos machos com 2-5 dias de 

muda das colônias suscetível e resistente ao Lysinibacillus sphaericus utilizadas para as 

reações de qRT-PCR.  

Adultos      

Colônia suscetível           Colônia resistente 
ID Concentração Razão absorbância  Concentração Razão absorbância 
Machos ng/ul 280/260  ng/ul 280/260 
1 188,7 1,74  167,7 1,73 
2 199,1 1,73  167,5 1,76 
3 172,1 1,71  241,9 1,83 
4 159,1 1,69  169,5 1,76 
5 201,3 1,74  203,3 1,77 
6 191 1,72  271,7 1,87 
7 284 1,87  129,4 1,72 
8 305 1,9  286,7 1,89 
9 240,4 1,84  253,5 1,83 
10 183,1 1,72  226,5 1,81 
11 230,8 1,8  148,2 1,71 
12 153,4 1,73  252,8 1,85 
13 202,6 1,76  195,2 1,74 
14 61,7 1,72  165,5 1,72 
15 211,1 1,79  166,4 1,73 
16 143,7 1,71  180,2 1,76 
17    217,7 1,77 
18    178,5 1,74 
19    190,2 1,78 
20    192,6 1,75 
21    61,7 1,77 
Média 195,05 1,74  190,20 1,76 
Desvio padrão 54,70 0,06  50,43 0,05 
Fonte: produzida pelo autor. 
 
Tabela Suplementar 4. Conjunto de dados dos ensaios de quantificação relativa por 

RT-qPCR de transcrição do gene da panteteinase CPIJ017593 em larvas (amostras 

individuais) do quarto instar em Culex quinquefasciatus da colônia resistente (R) em 

comparação com a colônia suscetível (S). Ct. Limiar de ciclo. ΔCt. Diferença entre o Ct do 

gene controle e do gene alvo. ΔΔCt. Diferença entre o ΔCt das amostras e da amostra de 

referência. Rq. Quantificação relativa. DP. Desvio padrão. REF. Amostra de referência. 

Suscetível         Resistente   

N Ct 18S Ct Pant  ΔCt ΔΔCt   Rq  Ct 18S Ct Pant   ΔCt  ΔΔCt    Rq 

REF 8,92 26,76 17,84 0 1  8,92 26,76 17,84 0 1 

1 12,9 30,49 17,59 -0,25 1,19  10,99 30,24 19,25 1,41 0,38 
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2 11,5 30,01 18,51 0,67 0,63  11,54 31,08 19,54 1,7 0,31 

3 9,32 28,06 18,74 0,91 0,53  12,72 31,84 19,12 1,28 0,41 

4 8,39 24,09 15,7 -2,14 4,41  10,34 32,11 21,76 3,93 0,07 

5 8,01 28,18 20,16 2,33 0,2  9,88 30,89 21,02 3,18 0,11 

6 12,37 28,24 15,86 -1,98 3,94  12,83 31,85 19,01 1,18 0,44 

7 8,66 25,95 17,29 -0,55 1,46  10,31 32,15 21,84 4 0,06 

8 8,31 25,92 17,61 -0,23 1,17  9,96 31,27 21,34 3,47 0,09 

9 13,52 27,8 14,28 -3,56 11,7  12,64 31,13 18,4 0,65 0,64 

10 10,9 27,77 16,87 -0,97 1,95  12,8 34,52 21,71 3,87 0,07 

11 11,01 30,48 19,46 1,62 0,32  12,25 33,06 20,81 2,97 0,13 

12 9,2 28,65 19,45 1,61 0,33  11,49 32,24 20,76 2,92 0,13 

13 9,21 28,52 19,31 1,47 0,36  13,23 31,57 18,34 0,5 0,71 

14 10,24 27,44 17,21 -0,63 1,55  12,26 32,51 20,25 2,41 0,19 

15 9,93 24,81 14,87 -2,96 7,81  11,37 31,46 20,09 2,25 0,21 

16 8,9 23,91 15,01 -2,83 7,12  10,94 32,67 21,73 3,89 0,07 

17 9,95 24,42 14,46 -3,38 10,4  11,27 30,8 19,53 1,69 0,31 

18 11,04 31,52 20,48 2,64 0,16  12,08 30,7 18,62 0,78 0,58 

19 10,47 30,79 20,32 2,49 0,18  12,36 32,65 20,29 2,45 0,18 

20 12,08 30,88 18,8 0,96 0,51  10,7 29,2 18,5 0,66 0,63 

21 10,93 27,36 16,43 -1,41 2,65  11,09 29,62 18,53 0,69 0,62 

22 10,68 29,53 18,85 1,01 0,5  10,78 28,37 17,59 -0,25 1,19 

23 11,87 28,9 17,02 -0,81 1,76       

Média 10,41 27,99 17,58  2,65  11,54 31,45   0,34 

DP 1,49 2,22   3,3  0,98 1,33   0,28 
Fonte: tabela produzida pelo autor. 

 
Tabela Suplementar 5. Conjunto de dados dos ensaios RT-qPCR para a quantificação 

relativa da transcrição da panteteinase CPIJ017593 em indivíduos adultos de Culex 

quinquefasciatus da colônia resistente (R) em comparação com a colônia suscetível (S). CT. 

Limiar de ciclo.  ΔCt. Diferença entre o Ct do gene controle e do gene alvo. ΔΔCt. Diferença 

entre o ΔCt das amostras e da amostra de referência. Rq. Quantificação relativa. DP. Desvio 

padrão. REF. Amostra de referência. M. Machos. F. Fêmeas. 

Suscetível       Resistente    

  N CT18S CTPant  ΔCt  ΔΔCt   Rq   CT 18S Ct Pant ΔCt  ΔΔCt   Rq 

REF- F 15,02 28,24 13,22 0 1,00   15,02 28,24 13,22 0 1,00 

M 16,89 32,6 15,71 2,49 0,18  M 14,55 33,69 19,14 5,92 0,02 

M 14,26 33,98 19,73 6,51 0,01  M 15,05 32,18 17,13 3,91 0,07 

M 16,14 30,95 14,81 1,59 0,33  M 12,75 31,13 18,38 5,16 0,03 
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M 16,52 31,65 15,13 1,91 0,27  M 14,01 29,93 15,92 2,7 0,15 

M 16,33 34,93 18,6 5,38 0,02  M 15,54 31,95 16,41 3,19 0,11 

M 16,71 31,03 14,32 1,1 0,47  M 16,23 31,34 15,11 1,89 0,27 

M 15,74 32,6 16,86 3,64 0,08  F 13,41 27,19 13,78 0,56 0,68 

M 15,77 33,6 17,83 4,61 0,04  F 13,23 26,76 13,53 0,31 0,81 

M 16,01 31,19 15,18 1,96 0,26  F 13,45 26,63 13,18 -0,04 1,03 

F 13,57 25,82 12,25 -0,97 1,96  F 12,61 26,16 13,55 0,33 0,8 

F 12,89 25,44 12,55 -0,67 1,6  F 13,86 27,81 13,95 0,73 0,6 

F 12,97 31,87 18,9 5,68 0,02  F 14,51 27,31 12,8 -0,42 1,34 

F 14,95 27,62 12,67 -0,55 1,47  F 13,97 26,62 12,65 -0,57 1,48 

F 14,08 26,82 12,74 -0,48 1,4  F 15,17 28,65 13,48 0,26 0,84 

F 14,58 27,78 13,2 -0,02 1,01  F 14,79 28,76 13,97 0,75 0,59 

F 13,81 26,81 13 -0,22 1,16  F 13,9 28,03 14,13 0,91 0,53 

F 14,78 28,19 13,41 0,19 0,88  F 14,08 29,1 15,02 1,8 0,29 

F 14,87 28,7 13,84 0,61 0,65  F 12,76 26,85 14,09 0,87 0,55 

F 15,21 28,53 13,32 0,1 0,93        

F 13,59 26,55 12,96 -0,26 1,2        

F 14,08 27,65 13,57 0,35 0,78        

F 13,97 27,9 13,93 0,71 0,61        

F 13,25 26,9 13,65 0,43 0,74        

Média 14,82 29,53 14,7  0,7   14,1 28,89 14,79  0,57 

DP 1,22 2,79   0,56   0,98 2,23   0,42 
Fonte: produzida pelo autor. 

 

Tabela Suplementar 6. Conjunto de dados dos ensaios RT-qPCR para a quantificação 

relativa da transcrição da panteteinase CPIJ017593 em fêmeas individuais de Culex 

quinquefasciatus da colônia resistente (R) em comparação com a colônia suscetível (S). CT. 

Limiar de ciclo.  ΔCt. Diferença entre o Ct do gene controle e do gene alvo. ΔΔCt. Diferença 

entre o ΔCt das amostras e da amostra de referência. Rq. Quantificação relativa. DP. Desvio 

padrão. REF. Amostra de referência. 

Suscetível       Resistente   

N CT18S CTPant  ΔCt  ΔΔCt  Rq  CT 18S Ct Pant  ΔCt ΔΔCt  Rq 

REF 15,02 28,24 13,22 0 1  15,02 28,24 13,22 0 1 

1 13,57 25,82 12,25 -0,97 1,96  13,41 27,19 13,78 0,56 0,68 

2 12,89 25,44 12,55 -0,67 1,6  13,23 26,76 13,53 0,31 0,81 

3 12,97 31,87 18,9 5,68 0,02  13,45 26,63 13,18 -0,04 1,03 

4 14,95 27,62 12,67 -0,55 1,47  12,61 26,16 13,55 0,33 0,8 

5 14,08 26,82 12,74 -0,48 1,4  13,86 27,81 13,95 0,73 0,6 
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6 14,58 27,78 13,2 -0,02 1,01  14,51 27,31 12,8 -0,42 1,34 

7 13,81 26,81 13 -0,22 1,16  13,97 26,62 12,65 -0,57 1,48 

8 14,78 28,19 13,41 0,19 0,88  15,17 28,65 13,48 0,26 0,84 

9 14,87 28,7 13,84 0,61 0,65  14,79 28,76 13,97 0,75 0,59 

10 15,21 28,53 13,32 0,1 0,93  13,9 28,03 14,13 0,91 0,53 

11 13,59 26,55 12,96 -0,26 1,2  14,08 29,1 15,02 1,8 0,29 

12 14,08 27,65 13,57 0,35 0,78  12,76 26,85 14,09 0,87 0,55 

13 13,97 27,9 13,93 0,71 0,61       

14 13,25 26,9 13,65 0,43 0,74       

Média 14,04 27,61 13,57  1,03  13,81 27,49 13,68  0,79 

DP 0,72 1,5   0,47  0,74 0,93   0,33 
Fonte: produzida pelo autor. 

 

Tabela Suplementar 7. Conjunto de dados dos ensaios RT-qPCR para a quantificação 

relativa da transcrição da panteteinase CPIJ017593 em machos individuais de Culex 

quinquefasciatus da colônia resistente (R) em comparação com a colônia suscetível (S). CT. 

Limiar de ciclo.  ΔCt. Diferença entre o Ct do gene controle e do gene alvo. ΔΔCt. Diferença 

entre o ΔCt das amostras e da amostra de referência. Rq. Quantificação relativa. DP. Desvio 

padrão. REF. Amostra de referência. 

Suscetível      Resistente    

N CT18S CTPant  ΔCt  ΔΔCt  Rq  CT 18S Ct Pant  ΔCt  ΔΔCt  Rq 

REF 16,1 32,33 16,23 0 1  16,1 32,33 16,23 0 1 

1 16,89 32,6 15,71 -0,52 1,43  14,55 33,69 19,14 2,91 0,13 

2 14,26 33,98 19,73 3,5 0,09  15,05 32,18 17,13 0,9 0,54 

3 16,14 30,95 14,81 -1,42 2,68  12,75 31,13 18,38 2,15 0,23 

4 16,52 31,65 15,13 -1,1 2,14  14,01 29,93 15,92 -0,31 1,24 

5 16,33 34,93 18,6 2,37 0,19  15,54 31,95 16,41 0,18 0,88 

6 16,71 31,03 14,32 -1,91 3,75  16,23 31,34 15,11 -1,12 2,17 

7 15,74 32,6 16,86 0,63 0,64       

8 15,77 33,6 17,83 1,6 0,33       

9 16,01 31,19 15,18 -1,05 2,07       

Média 16,04 32,51 16,46  1,48  14,69 31,7 17,02  0,87 

DP 0,73 1,35   1,2  1,12 1,14   0,7 
Fonte: produzida pelo autor. 
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Tabela Suplementar 8. Conjunto de dados dos ensaios RT-qPCR para a quantificação 

relativa da transcrição do cqm1 CPIJ013173 em larvas individuais de Culex quinquefasciatus 

do quarto instar da colônia resistente (R) em comparação com a colônia suscetível (S). CT. 

Limiar de ciclo.  ΔCt. Diferença entre o Ct do gene controle e do gene alvo. ΔΔCt. Diferença 

entre o ΔCt das amostras e da amostra de referência. Rq. Quantificação relativa. DP. Desvio 

padrão. REF. Amostra de referência. 

Suscetível      Resistente    

N CT18S CT Cqm1 ΔCt ΔΔCt Rq  CT 18S CT Cqm1 ΔCt ΔΔCt Rq 

REF 12,84 30,68 17,84 0 1,00  12,84 30,68 17,84 0 1,00 

1 13,9 30,92 17,02 -0,82 1,77  13,48 32,11 18,63 0,79 0,58 

2 13,57 30,67 17,1 -0,74 1,67  13,14 31,9 18,76 0,92 0,53 

3 12,66 28,51 15,85 -1,99 3,97  13,86 33,4 19,54 1,7 0,31 

4 13,76 31,65 17,89 0,05 0,97  14,66 33,63 18,97 1,13 0,46 

5 14,21 32,06 17,85 0,01 0,99  14,33 33,85 19,52 1,68 0,31 

6 13,8 30,45 16,65 -1,19 2,28  14,81 33,04 18,23 0,39 0,76 

7 13,85 29,82 15,97 -1,87 3,65  14,09 32,31 18,22 0,38 0,77 

8 13,87 33,42 19,55 1,71 0,31  12,37 34,46 22,09 4,25 0,05 

9 13,57 31,32 17,75 -0,09 1,07  12,7 32,23 19,53 1,69 0,31 

10 13,91 31,95 18,04 0,2 0,87  11,41 35,3 23,89 6,05 0,02 

11 13,89 31,99 18,1 0,26 0,83       

12 14,87 31,33 16,46 -1,38 2,6       

13 12,03 32,1 20,07 2,23 0,21       

14 11,69 30,77 19,08 1,24 0,42       

Média 13,54 31,21 17,67  1,54  13,49 33,22 19,74  0,41 

DP 0,82 1,14   1,15  1,03 1,06   0,25 
Fonte: produzida pelo autor. 

 

Tabela Suplementar 9. Conjunto de dados dos ensaios RT-qPCR para a quantificação 

relativa da transcrição do gene cqm1 CPIJ13173 em adultos individuais de Culex 

quinquefasciatus da colônia resistente (R) em comparação com a colônia suscetível (S). CT. 

Limiar de ciclo.  ΔCt. Diferença entre o Ct do gene controle e do gene alvo. ΔΔCt. Diferença 

entre o ΔCt das amostras e da amostra de referência. Rq. Quantificação relativa. DP. Desvio 

padrão. REF. Amostra de referência. M. Machos. F. Fêmeas. 

Suscetível       Resistente    

N CT18S CT Cqm1 ΔCt ΔΔCt Rq   CT 18S Ct Cqm1 ΔCt ΔΔCt Rq 

REF - F 14,35 33,57 19,22 0 1,00   14,35 33,57 19,22 0 1,00 

1 - F 13,59 34,68 21,09 1,87 0,27  F 13,75 34,34 20,59 1,37 0,39 

2 - F 14,8 33,37 18,57 -0,65 1,57  F 14,06 36,45 22,39 3,17 0,11 
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3 - F 13,97 35,7 21,73 2,51 0,18  F 12,8 34,37 21,57 2,35 0,2 

4 - F 13,25 32,63 19,38 0,16 0,9  F 13,2 35,6 22,41 3,19 0,11 

5 - F 14,04 33,93 19,89 0,67 0,63  F 13,53 34,9 21,37 2,15 0,23 

6 - F 14,02 35,76 21,74 2,52 0,17  F 12,41 34,83 22,42 3,2 0,11 

7 - F 13,95 34,67 20,72 1,5 0,35  F 15,11 33,25 18,15 -1,08 2,11 

8 - F 13,6 32,07 18,47 -0,75 1,68  F 14,74 33,9 19,17 -0,05 1,04 

9 - F 14,38 33,61 19,23 0,01 0,99  M 16,26 35,14 18,88 -0,34 1,27 

10 - F 13,12 34,41 21,29 2,07 0,24  M 14,69 35,89 21,2 1,98 0,25 

11 - M 14,93 32,02 17,09 -2,13 4,38  M 15,38 35,44 20,06 0,84 0,56 

12 - M 14,51 34,04 19,53 0,31 0,81  M 14,67 34,97 20,3 1,08 0,47 

13 - M 15,74 32,46 16,72 -2,5 5,66  M 14,34 36,08 21,74 2,52 0,17 

14 - M 15,64 33,34 17,7 -1,52 2,87  M 13,67 35,96 22,29 3,07 0,12 

15 - M 15,48 33,8 18,32 -0,9 1,87  M 13,97 35,68 21,72 2,5 0,18 

16 - M 15,65 33,01 17,36 -1,86 3,63  M 15,92 37,9 21,98 2,76 0,15 

17 - M 13,83 34,89 21,06 1,84 0,28        

18 - M 14,08 34,59 20,51 1,29 0,41        

Média 14,37 33,83 19,47  1,49   14,28 35,29 21,01  0,47 

DP 0,81 1,1   1,57   1,04 1,17   0,54 
Fonte: produzida pelo autor. 
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