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RESUMO

Larvicidas a base de Lysinibacillus sphaericus sdo usados no controle de Culex
quinquefasciatus, cujo principal fator inseticida é a protoxina Binaria (Bin). A
resisténcia a Bin ja foi registrada e estd associada a auséncia do seu receptor, a
alfa-glicosidase Cqgm1, e ao respectivo perfil de repressao do transcrito cqm1 que
codifica o receptor em larvas resistentes. Analises transcriptbmicas de larvas
resistentes revelaram que o transcrito que codifica a proteina panteteinase
(CPI1J017593) esta mais reprimido do que o transcrito cqm1, sugerindo um possivel
envolvimento da panteteinase na agao da toxina Bin. A identificacdo de novos
mecanismos de resisténcia € fundamental para o controle eficaz de vetores, visto
que o conhecimento de multiplos marcadores moleculares permite uma
monitorizagdo mais precisa da resisténcia em campo. Sendo assim, este trabalho
visou determinar e comparar o perfil de transcricdo dos genes da panteteinase e do
cgm1 em larvas e adultos de col6nias suscetiveis (S) e resistentes (R), avaliar a
capacidade de dois anticorpos no reconhecimento da proteina recombinante e
investigar a expressdo de panteteinases em amostras de microvilosidades
intestinais (BBMF) de larvas S e R. Os perfis de transcricdo foram avaliados por
gRT-PCR, utilizando primers especificos, e o reconhecimento das panteteinases
recombinantes e nativas por Western-Blot com anticorpos policlonais anti peptideos
imunogénicos da panteteinases (anti-LKR e anti-CPE). A analise da quantificagéo
relativa (Rq) de transcritos mostraram que larvas S apresentaram ampla variagéo
na transcricdo da panteteinase (Rq= 2,65 + 3,33), enquanto larvas R mostraram
repressao significativa (Rq= 0,34 *+ 0,28). Em adultos (S e R), o perfil de transcrigao
foi semelhante entre os grupos, e independentemente do sexo. O perfil de
transcricdo do gene cqm1 mostra um padrao de repressao em larvas R (Rq= 0,41 +
0,25) comparado as S (Rg=1,54 £ 1,15), mantendo esse padrdo na fase adulta. A
avaliagdo dos anticorpos anti-peptideos 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, proteinas com peso aparente de
70 kDa, correspondente a panteteinase, foi especificamente reconhecida, enquanto
que o anticorpo nao reconheceu uma banda equivalente em amostras de larvas R.
O conjunto de dados refor¢ca que a repressao da panteteinase esta relacionada ao
fendtipo de resisténcia a Bin, e sugere que este gene pode ser um segundo
marcador da resisténcia além do gene cqm1, que confere este fendtipo, assim
como os resultados sugerem que a panteteinase pode ser uma proteina de
membrana, podendo participar do mecanismo de resisténcia. Este € o primeiro
estudo de identificagdo de uma panteteinase em mosquito, e a compreensio deste
mecanismo favorece o desenvolvimento de novas ferramentas de controle vetorial.

Palavras-chave: Transcritos. Imunodetecgao. Mosquitos. Controle. Resisténcia.
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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 Cgqm1, and the corresponding repression profile of
the cgm1 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 cgm1 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.

Key words: Transcription. Immunodetection. Mosquitoes. Gene. Resistance.
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1 INTRODUGAO

Larvicidas biolégicos a base da bactéria Lysinibacillus sphaericus (L.
sphaericus) tém sido utilizados com sucesso para o controle de culicideos,
sobretudo, dos géneros Culex e Anopheles, em varios paises, 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 € um cristal que contém uma
protoxina, denominada Binaria (Bin). Esta protoxina tem uma elevada agcao em Culex
quinquefasciatus (Cx. quinquefasciatus) que ocorre via a sua ingestao pelas larvas e
processamento da protoxina em toxina ativa no intestino. A acdo da toxina Bin
ocorre através de sua ligagao especifica com receptores localizados na superficie do
epitélio intestinal. Em Cx. quinquefasciatus, a a-glicosidase Culex quinquefasciatus
maltase 1 (Cgm1) & uma proteina localizada na membrana celular através de uma
ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) e foi identificada como receptor especifico da
toxina Bin (Silva-Filha et al., 1999). A etapa de ligagao toxina Bin-receptor € uma
condicdo sine qua non para a agao do L. sphaericus, e qualquer falha nesta
interacdo pode ocasionar resisténcia. A resisténcia de Cx. quinquefasciatus a toxina
Bin ja foi registrada e, na maioria dos casos, esta associada a mutagdes no gene
cgm1 que leva a sintese de uma proteina defeituosa e, consequentemente, a
auséncia do receptor Cgm1 no microvilli intestinal (Nielsen-Leroux e Charles, 1992;
2002; Oliveira et al., 2004).

O nosso grupo de pesquisa selecionou, em laboratério, colbnias de Cx.
quinquefasciatus com alto nivel de resisténcia a toxina Bin que tém servido como
modelos de estudo (Chalegre et al., 2008). Uma das colbnias é formada por
individuos homozigotos para um alelo do gene cqm1, denominado cqmz, que
possui uma mutacdo que impede a expressao de receptores Cgm1 no epitélio
intestinal.

Este alelo em homozigose confere um alto nivel de resisténcia a toxina Bin
por um mecanismo de auséncia de sitio-alvo, ou seja, o receptor Cqm1 nao é
expresso no epitélio intestinal das larvas (Chalegre et al., 2015). Para ter uma visao
mais ampla destas caracteristicas das colbnias, o transcriptoma de intestinos de
larvas foi realizado para comparar larvas suscetiveis e resistentes, através de
sequenciamento de alta vazao (RNAseq). Esta analise revelou que, além do préprio

transcrito do receptor Cqm1 (CP1J013173) subexpresso, as larvas apresentaram um
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conjunto relevante de genes diferencialmente expressos e que podem ter sido
co-selecionados e associados a resisténcia (Rezende et al., 2019). Dentre os genes
diferencialmente expressos na colbnia resistente, um gene que codifica a
panteteinase (CPIJ017593) teve destaque pois apresentou um nivel de
subexpressao mais acentuado do que o proprio receptor Cqm1 e, por esta razio, foi
selecionado para analises mais aprofundadas. Esta molécula pode estar associada a
acao da toxina Bin em Cx. quinquefasciatus em vista de sua destacada
subexpressao em individuos resistentes. A caracterizagcdo desta proteina e seu
papel fisiolégico em mosquitos ainda sdo desconhecidos. Ha relatos prévios de sua
presenga no microvilli intestinal de algumas espécies de insetos como os
lepidopteros Spodoptera frugiperda (Ferreira et al., 2007; Fuzita et al., 2019), e
Mamestra configurata (Toprak et al., 2016) em estudos descritivos de protedmica,
mas, sem qualquer caracterizagdo destas proteinas. Além disso, a relacdo entre
panteteinases e a agao de toxinas de Bacillus thuringiensis em insetos foi observada
em larvas do lepiddptero 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 relagdo a outros transcritos que
também estavam diferencialmente expressos (Yao et al., 2014; 2017). Portanto, o
estudo da panteteinase € de suma importancia. Além de aprofundar o conhecimento
sobre o0s mecanismos de resisténcia ao L. sphaericus, a identificacdo e
caracterizagao desta molécula como novo marcador molecular de resisténcia a
toxina Bin, em mosquitos, pode contribuir para o desenvolvimento de ferramentas
mais eficazes para o monitoramento e manejo de vetores, podendo impactar

diretamente na saude publica e na prevencao de doengas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA DE CULEX QUINQUEFASCIATUS

Culex quinquefasciatus é uma espécie de mosquito com distribuicdo
cosmopolita e sua maior abundancia ocorre em areas tropicais e subtropicais
(latitude 39° N a 39° S), que compreende as Américas (do Sul, Central, e o sul da
Estados Unidos), Europa (costas Mediterraneas e Atlantica), Africa (Central ao Sul e
costa Mediterranea), Asia (Oriente Médio a China, principalmente na costa do

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

Figura 1. Distribuicao mundial do Culex quinquefasciatus. As cores representam o nivel de

presenca de 0 (azul) a 1 (vermelho).

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

Esta espécie possui grande importancia na saude publica e sanidade animal
pois pode atuar como vetor de diversos patdgenos, em vista de sua proliferacédo em
areas rurais, suburbanas e urbanas. Sobretudo, € descrito como o principal vetor do
parasita nematédeo Wuchereria bancrofti, causador da filariose linfatica, e pode
atuar também como vetor de arbovirus como o virus da encefalite de St. Louis, o
virus do Nilo Ocidental e o virus da encefalite japonesa (Negi et al., 2018). Ademais,
€ um importante vetor da Dirofilaria immitis, causador da dirofilariose canina, além de
atuar como vetor competente de alguns protozoarios como o Plasmodium relictum,
que causa malaria aviaria, e outros arbovirus como por exemplo o virus da encefalite
equina ocidental e o virus da febre do Vale do Rift. (Negi et al., 2018; Gil et al.,
2021). No Brasil, o Cx. quinquefasciatus € o principal vetor de Wuchereria bancrofti,
e pode estar envolvido na transmissao urbana do virus Zika (Guedes et al., 2017).

Também €& considerado o vetor secundario do virus Oropouche, que reemergiu no
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Brasil no ano de 2023, e de acordo com o Ministério da Saude, até o presente
momento (07/2025) 26.495 casos foram confirmados (BRASIL. Ministério da Saude.
Disponivel 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 € uma espécie pertencente a ordem Diptera, que no
Brasil pode ser conhecido como murigoca, pernilongo, carapana, dentre outros. Sua
distribuicdo ¢é influenciada pela presenca do ser humano, pois esta espécie é
extremamente antropofilica e endofilica. Assim, possui uma forte adaptacédo em
areas onde o ser humano esta inserido, como zonas rurais, suburbanas e urbanas,
sobretudo em regides tropicais (Consoli; Oliveira, 1994; Mosquitos: base de
vigilancia e controle, 2019). As fémeas possuem como caracteristica a hematofagia
noturna, causando grande incObmodo por suas picadas, e apesar de apresentar
preferéncia por humanos, podem também se alimentar em outros animais. Esta
espécie ndo apresenta sazonalidade em sua atividade, mas sua presenca é mais
abundante nos periodos quentes e chuvosos. Os criadouros utilizados pelos
mosquitos dessa espécie sao diversos, e a oviposi¢ao ocorre preferencialmente em
ambientes artificiais localizados em areas peridomiciliares, que apresentam acumulo
de agua com elevado teor de matéria organica em decomposi¢cao, como dejetos de
animais, vegetais em decomposicdo e rejeitos agroindustriais. Esses criadouros
podem ser fossas, valetas, sistemas de esgoto, rios com acumulo de lixo e baixo
fluxo e outros. Nesses criadouros, os ovos sao depositados na superficie da agua,
de forma agrupada, organizando-se em estruturas denominadas "jangadas" por
flutuarem na superficie da agua. (Consoli; Oliveira, 1994; Mosquitos: base de
vigilancia e controle, 2019; Gil et al., 2021). O ciclo biolégico desse mosquito
consiste em duas fases: fase aquatica e fase aérea. A fase aquatica é iniciada a
partir da deposigdo dos ovos na agua, e apdés 1 a 3 dias as larvas eclodem. As
larvas se desenvolvem em quatro estadios (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, ultima etapa da fase aquatica 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 condi¢cdes

de laboratério.

Figura 2. Ciclo de vida do Culex quinquefasciatus.

Adulto

Fonte: produzida pelo autor.

O controle populacional de mosquitos € de extrema importancia para a
reducdo da transmissdo de patdégenos, bem como de outros danos a saude
causados por estes insetos hematofagicos (Cuthbert et al., 2023). Os culicideos
apresentam caracteristicas que tornam seu controle desafiador, como elevada taxa
reprodutiva, curto ciclo bioldgico, capacidade de colonizar ambientes temporarios.
Por isso, diferentes abordagens podem ser utilizadas como estratégias de controle
de vetores incluindo controle mecanico (remogédo de criadouros), uso de agentes
quimicos (larvicidas e adulticidas), biolégicos (introducdo de predadores naturais),
meétodos 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 associagao do

controle mecanico e/ou gestdo do ambiente, responsaveis pela eliminagdo dos
criadouros, com o uso de agentes larvicidas e adulticidas para a redugdo da
densidade populacional (Achee et al., 2015, 2019; Killeen et al., 2017). A maioria dos

agentes larvicidas/adulticidas ainda €& de origem quimica com baixo nivel de


https://www.who.int/publications/i/item/9789241512978
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seletividade, e 0 seu uso gera uma preocupacéo devido a sua capacidade de causar
danos ao meio ambiente e a outros organismo nao-alvos, devido a baixa
seletividade. Além disso, estes agentes quimicos podem levar os insetos a
desenvolverem resisténcia (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 quimicos convencionais (Hemingway et al., 2006). O primeiro
inseticida quimico utilizado, de forma sistematica 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 agao 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 Eliminagdo da Filariose (Guia de vigilancia do
Culex quinquefasciatus, 2011). Foi realizada nas areas urbanas da cidade do
Recife-PE uma série de testes-piloto utilizando o larvicida, que mostraram a sua
eficiéncia e, atualmente, compreende todos os bairros da cidade (Regis et al., 1995,
2000).

2.3 LARVICIDAS A BASE DE LYSINIBACILLUS SPHAERICUS

Os larvicidas microbianos a base de bactérias entomopatdégenas foram
desenvolvidos na busca por novos compostos inseticidas ambientalmente seguros e
eficazes para o controle populacional de mosquitos, como alternativas aos agentes
quimicos convencionais (Lacey, 2007). Dentre as bactérias entomopatégenas mais
utilizadas, destaca-se o L. sphaericus, uma bactéria Gram-positiva com distribuicao
cosmopolita, crescimento aerdbico e esporulante (Figura 3 A). Linhagens desta
espécie tém sido prospectadas e utilizadas para producao de larvicidas usados com
sucesso no controle de culicideos de importancia para a saude publica dos géneros
Culex, Anopheles e Aedes, em varios paises, 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 € um cristal que contém uma protoxina, denominada
Binaria (Figura 3 B), produzido por algumas cepas altamente toxicas (por exemplo:
1593, 2362 e C3-41) durante o processo de esporulacao (Berry et al., 2012). Deve

ser ressaltado que isolados de L. sphaericus podem produzir outras toxinas com
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acao letal para larvas de mosquitos, porém, a protoxina Bin € aquela com maior
poder larvicida e € o ingrediente ativo nos produtos comerciais disponiveis (Charles
et al.,, 1997). A protoxina Bin possui caracteristicas importantes na sua agao larvicida
para Culicidae, destacando-se uma elevada poténcia, alta especificidade e longa

persisténcia em condi¢gdes de campo (Silva-Filha et al., 2021).

Figura 3. Lysinibacillus sphaericus cepa 2362. (A) Aspecto de um cultivo esporulado
observado ao microscépio Optico. (B) Corte transversal de células em fase final de

esporulacgao cristal (C) e esporo (E) em micrografia eletrénica.

oA

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

2.3.1 Toxina Binaria e seu modo de acao

A protoxina Bin é uma proteina heterodimérica composta por duas
subunidades, BinA (42 kDa) e BinB (51 kDa), sendo as mesmas produzidas durante
a fase de esporulagdo da bactéria (Nicolas et al., 1993). Individualmente as
subunidades nao tém uma toxicidade elevada, mas quando presentes em
concentragcdes equimolares elas atuam em sinergia e com alta poténcia (Charles et
al., 1997). Em cepas altamente toxicas sdo produzidos cristais que contém as
subunidades nesta condicdo 6tima para a acdo larvicida. Os estudos funcionais
destas subunidades revelaram que a BinA é responsavel pela toxicidade celular, e
BinB € o componente de ligacdo ao receptor (Baumann et al., 1991; Nicolas et al.,
1993; Charles et al., 1997; Romao; De Melo-Neto; Silva-Filha, 2011). A estrutura da
toxina Bin foi determinada por cristalografia de raios X, no qual cada subunidade
compreende dois dominios: um dominio B-trevo N-terminal e um dominio formador
de poros C-terminal (Figura 4 A). A orientacdo externa do dimero BinA-BinB indica
sua acessibilidade a glicoproteinas e glicolipidios da superficie celular, o que pode
auxiliar a sua concentragdo na superficie celular antes da ligacdo 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) Representacao da superficie do dimero BinAB.

Thesin}

Shespt
Transmembrans
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. C-propaphice

B
BinA BinB

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

A acao da protoxina Bin se inicia a partir da ingestao dos cristais pelas larvas,
e as principais etapas descritas abaixo estdo sumarizadas na Figura 5. Ao chegar ao
intestino médio os cristais sdo solubilizados pelo pH alcalino liberando as duas
protoxinas no lumen intestinal, que serdo ativadas por serina-proteases (Broadwell;
Baumann, 1987; Sharma; Kumar, 2022). As subunidades ativas da toxina tém a
capacidade de se ligar especificamente formando um heterodimero (Surya et al,
2016). Neste estado, o heterodimero pode se ligar com alta afinidade ao seu sitio
alvo, que séo os receptores especificos presentes ligados ao epitélio intestinal das
larvas, através da subunidade BinB (Charles et al, 1997). Apds a ligagao, as duas
subunidades sdo internalizadas na célula, onde a subunidade BinA induz eventos
citopatolégicos como vacuolizagdo, autofagia e apoptose, levando a larva a morte
(Berry, 2012). Um estudo da acdo das subunidades em larvas suscetiveis e
resistentes foi demonstrado por imunofluorescéncia in vivo no intestino das larvas
(Nascimento et al., 2020). Larvas suscetiveis tratadas com a toxina Bin e suas
subunidades marcadas mostram a sua localizagao segundo sua fungao: a toxina Bin
€ detectada no intestino médio, e um maior aumento permite sua visualizagdo na
superficie devido a ligacdo de BinB aos receptores e dentro das células devido a
internalizacdo de BinB/BinA (Figura 6 A). Quando observadas a acao das

subunidades separadamente, a BinA ingerida nao foi detectada em nenhuma regiao
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do intestino médio (Figura 6 B), enquanto a BinB ingerida foi detectada nas
superficies das células do ceco e do intestino médio, porém sem ser internalizada
nas células (Figura 6 C). Quando larvas resistentes ingerem a Bin, ela ndo é

detectada pois nao ha receptores no epitélio destas larvas (Figura 6 D).

Figura 5. Principais etapas do modo de ac&o da toxina Bindria presente nos cristais de

Lysinibacillus sphaericus em larvas de Culex quinquefasciatus.

CRISTAIS DE
L sphoericus

( ';r '

EFEITOS CITOPATOLOGICOS

il > {
Fonte: Menezes, 2023.

Legenda: Apos a ingestao (A), o cristal é solubilizado no pH alcalino intestinal da larva, a protoxina
Bin é liberada no lumen (B) e processada até a forma de toxina ativa (C). Esta interage com
receptores especificos (D) presentes na membrana apical do epitélio intestinal e desencadeia os

efeitos citopatoldgicos (E), culminando com a morte da larva.
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Figura 6. Localizagéo in vivo da toxina Bin e as subunidades BinA e BinB (marcacao em
vermelho) no intestino médio de larvas de Culex quinquefasciatus suscetivel (A, B e C) e
resistente (D) a Bin, por ensaios de imunofluorescéncia.

A Bin 8 BinA

C BinB

Todo o intestino médio
Todo o intestino médio

Intestino médio

Intestino médio posterior Intestino médio posterior
Intestino médio

Intestino médio posterior Intestino médio posterior Todo o intestino médio
Intestino médio posterior Intestino médio posterior Todo o intestino médio

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

2.3.2 Receptor da toxina Binaria em Culex quinquefasciatus

Conforme descrito o receptor da toxina Bin para Cx. quinquefasciatus é uma
a-glicosidase (EC 3.2.1.20), ligada a membrana epitelial das células do intestino
através de uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (Silva-Filha et al., 2014). O receptor
Cgm1 é codificado pelo gene cqm1 (CPI1J013173) que possui 1851 nucleotideos, e
uma fase aberta de leitura com 1743 pares de bases (pb) (Roméao et al., 2006)
(Figura 7). A transcricdo do gene cqgmi resulta em uma proteina com 580
aminoacidos de peso molecular predito de 66 kDa, expressa no epitélio intestinal das
larvas. A proteina Cgm1 é expressa de forma abundante no microvilli intestinal de
larvas suscetiveis (Figura 8) onde esta ligada ao microvilli por ancora GPI (Ferreira
et al, 2010). A proteina Cgm1 foi expressa sob a forma recombinante em
Escherichia coli (E. coli) e células Sf9 e utilizadas para estudos funcionais da
capacidade de ligagao a subunidade BinB em ensaios de ligagao in vitro através de
sua imunodetecgao por anticorpos (Figura 9) (Ferreira et al., 2014). O sitio de
ligacdo da Cgm1 a toxina Bin esta na regido N-terminal da proteina localizada entre
os aminoacidos S129 e A312. Ensaios de mutagénese sitio-dirigida demonstraram

que os aminoacidos 159GG160, localizados em uma regido de uma alga exposta na
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estrutura da proteina, sdo essenciais para a interagdo com a toxina Bin (Ferreira et
al. 2014). A estrutura do receptor Cgm1 foi posteriormente obtida por cristalografia
de raios X (Sharma; Kumar, 2019) e possui trés dominios (Figura 10): dominio A é
constituido por duas algas, o B por a-hélices sendo descontinuo com dobra em barril
e o C possui folhas B e constituem o dominio C-terminal do monémero.

Figura 7. Sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos do gene do receptor de toxina
binaria, cqm1, de larvas Culex quinquefasciatus. A delecao de 19 nucleotideos encontrada
na sequéncia genética de larvas mutadas esta em caixa. A localizacdo do cédon de parada

da tradugdo subsequente esta em caixa em negrito.

Primer 1
qaﬂﬂq-tt:aﬂt:gﬂg:tgct:t_:gﬂq:ﬂﬂgatg:gﬂ::gctgggagctttgﬂq:ctagt:q:tctgttggcgntga:cgt:ﬂﬂ gggc a0
M E P L G A L & L ¥ A L L A H T Vv H G 13
Primar 2 a
Lagogatbogegaacoggaciogaaggactggtatcagoacgogacygttctaccagatctabtoogaggtogt bt iggacagoaacggog 1ED
L A I R EPFPD 5 ED WUY Q@ HAXZLTUFTY QTIDJYPERSET FILTDUSEWHNG 13

atgggattogtgatttggeggggatcacctocaagatgaagtacttggoggatattgygat tgacgogasytggttgagoscgoogrtea 270
n & I 6 0D L A G I T 5 K ¥ KE ¥ L A I I G I 0 A T W L B P P F T4

agtcacocgot ganagactttgggtntgﬂtgtqtcgﬂatttctacgctn coagocggagtacgggaatttgacggattttgacaagrtgy 360
K & F L K D F ¥ b ¥ 5 0 F ¥ A I 9 F E Y G M L T O F D K L 104

tggaqgaat:gc:caugaat;ggat:augctgntg ggattttattocogaasccactogagtgaccagoacgageggtttgbgaagtety 450
Y EE 5 H ENGTIE L ].“Eqnﬂﬁr.h’?‘t'ﬂﬁﬂiﬂ

tggogogggatooggagtacagtgactittatgtgbggagaccoocoggogacagggagbggtoogoogaakaat bggakectoggtattty 540
vV ARDPEDY S5 DF Y VWAERPFPFATGGGEG P P N HNWTI S VF 169

Sagggloggcgiggacatataatacagogagaggggagtactatctgeaccagtiiacgcoclcagoagoesggat LLgaactaceggaats 630
2 & 3 AW T Y W T ARARGEY Y L A Q FTPFQLQ Q P DL KB Y RH 153

cgaaggtgotggoggagatJaccaagatgttgttcttotggt tggacegtggagtggatgggttooggt tggacgotatcaaccacatgt 120
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Figura 8. Imunoblotting de amostras de proteinas do microvilli do intestino de larvas de
Culex quinquefasciatus (Cq). Amostras de proteinas (2,5 a 20 ug) imunodetectadas com um

anticorpo anti-Cgm1. (MW) marcadores de peso molecular em kDa.

Cq

20 10 05 25

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

Figura 9. Avaliagao da capacidade da ligagédo da proteina Cgm1 recombinante com a toxina
BinB, por meio de ensaios de pulldown em SDS-PAGE a 10%. Proteina Cgm1 incubada com
BinB (teste) ou apenas GST (controle negativo) imobilizadas em esferas de

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

P
80
70
60

Fonte: Adaptado de Nascimento et al. (2017).
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Figura 10. Estrutura do monémero Cgm1 mostrando os seus trés dominios.

Fonte: Sharma; Kumar (2019).
Legenda: O dominio A é constituido por duas algas (alga-1; verde) e (alga-2; rosa). Dominio B
descontinuo com dobra em barril (azul claro). O terminal C adota uma dobra em sanduiche 3 e

constituem o dominio C do mondémero (laranja) e os ions metalicos sdo mostrados em vermelho.

2.4 ReSISTENCIA DE CULEX QUINQUEFASCIATUS AO LYSINIBACILLUS SPHAERICUS

Mutacdes no gene do receptor podem levar a selegado de resisténcia a toxina
Bin. Ja foram documentados casos de resisténcia em Cx. quinquefasciatus em
campo (Sinegre et al., 1994; Rao et al., 1995; Nielsen-Leroux et al., 1997, 2002;
Yuan et al., 2000; Su et al., 2004) e apds selecdo em laboratoério (Wirth et al., 2000;
Pei et al., 2002; Romao et al., 2006; Chalegre et al., 2015). Na maioria destes casos,
ocorre uma falha de ligacdo entre a toxina Bin e ao receptor Cqm1, devido a
auséncia desta proteina no microvilli do epitélio intestinal das larvas pela perda da
ancora GPI (Nielsen-Leroux, 1995, 2002; Pei et al., 2002; Oliveira et al., 2004;
Silva-Filha; Berry; Regis, 2014).

Os registros de resisténcia e os alelos do gene cqm1 com mutagdes, que
originam transcritos que codificam proteinas truncadas sem a ancora GPI, impedindo
a expressao das a-glicosidases Cgm1 no microvilli intestinal, estdo sumarizadas no
Quadro 1. Em populagcbées de Cx. quinquefasciatus de Recife, foram identificados
quatro destes alelos, sendo dois provenientes de uma colbnia, selecionada em
laboratério e dois identificados em campo. Os alelos nomeados cqm1zec € cqm1zec o,

selecionados em laboratério, conferem um elevado grau de resisténcia a toxina Bin,
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pois estas mutacdes impedem a expressao dos receptores no epitélio intestinal das

larvas (Chalegre et al., 2015).
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Quadro 1. Populagdes de Culex pipiens/Culex quinquefasciatus ou colbnias selecionadas em laboratério ou expostas a Lysinibacillus

sphaericus em campo investigadas quanto a resisténcia.

Origem Pais Amostra Alelos r RR Heranga (a) Ligacgao ao receptor Referéncia
Campo Franga 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
comi1BP /
BP cpm1BP-del >10.000 R/S Nao Bedoya-Perez et al., 2013; Chalegre et al., 2012
india Cochim ND 5000 ND Nao Sinegré, 1994
China RFCq1 ND >20.000 ND ND Yuan et al., 2000;
Tailandia Wat Pikul ND >125.000 ND ND Chevillon et al., 2001
Tunisia TUNIS ND ~750 R/S Sim Nielsen-Leroux et al., 2002
Brasil Coque ND ~10 ND Sim Silva-Filha et al., 1995
Recife ﬁ%ggg_gﬁg/ 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
Laboratério EUA GEO com1GEO >100.000 R/A Nao Darboux et al., 2002; Su et al., 2018
L-SEL ND 37 ND ND Rodcharoen et al., 1994
Brasil R2362 cgmi1REC >100.000 R/A Nao Roméo et al., 2006; Su et al., 2018
RIAB59 cgmi1REC ~40.000 R/A Nao Su et al., 2018; Pei et al., 2002
REC cgqm1REC >3425 R Nao Amorim et al., 2007; Darboux et al., 2007
REC-2 cgmi1REC-2 >3475 R Nao Amorim et al., 2007; Darboux et al., 2007
China RLCq2/IAB59 cqm1REC >100.000 R/A Nao Suetal, 2018
RLCq1/C3-41 cqm1R >100.000 R/A Nao Yuan et al., 2000; Chalegre et al., 2015

Fonte: Silva-Filha et al. (2021).
Nota: RR: Razao de resisténcia. (a) Heranga da resisténcia: R: Recessiva; A: Autossémica; S: Ligada ao sexo. ND: Nao Determinada.
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Dentre os registros de alelos mutados, o principal alelo de resisténcia,
cqmigec, apresenta uma delecdo de 19 pb, compreendendo os nucleotideos
1257-1275, que provoca um codon de parada prematuro na posigcdo 1362 e,
consequentemente, na sintese de uma proteina truncada, de 437 aminoacidos,
desprovida da ancora GPI, como representado na Figura 11 (Romao et al., 2006;
Chalegre et al., 2009). O alelo cqm1zec., possui uma mutagao pontual (G1292A) que
também gera um cédon de parada prematuro na posigao 431, levando igualmente a
producado de uma proteina truncada (Chalegre et al., 2015). Estes codons de parada
prematuros levam a produgao de proteinas truncadas e sem ancora GPI, portanto
ndo podem se localizar no epitélio intestinal e se ligar a toxina Bin (Chalegre et al.,
2015). A proteina completa apresenta 580 residuos de aminoacidos, ja a codificada
pelo alelo cqm1z:; consiste em 408 residuos de aminoacidos originais da proteina
Cgm1 completa, seguidos por 28 residuos resultantes do quadro de leitura alterado.
Por outro lado, a proteina codificada pelo alelo cqm 1z, compreende 430 residuos
da proteina original. Estes alelos tém herancga recessiva, portanto, apenas individuos
homozigotos tém o fendtipo de resisténcia. Estes alelos cqmTzec € cqmTgec., ja
foram detectados em populagdes de Cx. quinquefasciatus no Recife (Chalegre et al.,
2009; Menezes et al., 2016) utilizando um ensaio de reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) alelo especifica (Figura 11). Esta ferramenta permite identificar o
genotipo dos individuos para estes alelos.

Analises de expressao génica revelaram que os transcritos correspondentes
aos alelos cqmizc € cqm1zec., apresentam niveis significativamente reduzidos
quando comparados ao alelo selvagem cqm1 (Figura 12) (Chalegre et al., 2015).
Possivelmente, os transcritos truncados gerados pelos alelos de resisténcia sao
reconhecidos como RNAs aberrantes e podem ser degradados pela via de
decaimento de RNA (Roméao et al., 2006). Ensaios de imunodetecgdo com
anticorpos anti-Cgm1 corroboram a auséncia da proteina Cgm1 em amostras de
membranas apicais de epitélio intestinal (Brush Border Membrane Fraction) de
larvas homozigotas para os alelos de resisténcia (Figura 13), demonstrando
auséncia ou forte reducdo da expressao da proteina nessas linhagens comparadas
com larvas suscetiveis (Romao et al., 2006; Amorim et al., 2010; Chalegre et al.,
2015). Um padrdao equivalente pode ser observado em ensaios enzimaticos de
atividade alfa-glicosidase in gel, ou zimogramas, que detectam bandas cataliticas em

amostras de larvas suscetiveis e resistentes. Neste ensaio, a banda correspondente
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a Cgm1 esta ausente em larvas R (Figura 14). Assim, individuos cuja resisténcia é
conferida por estes alelos em homozigose podem ser caracterizados através de
PCR alelo especifica, padrdes de transcritos reprimidos e auséncia da respectiva

proteina Cgm1 por imunodetecgao ou por zimograma.

Figura 11. Alelos cgm1 de larvas de Culex quinquefasciatus de uma colbnia suscetivel (S) e
de duas colbnias resistentes a L. sphaericus (REC e REC-2) por PCR-multiplex. (A)
Representagdo esquematica do gene com a delegdo de 19 nucleotideos (del19) do alelo
cqgmigec € a transicdo G1324A no alelo cqm7gz:ec, € dos transcritos e seus codons de
parada. (B) Perfil de fragmentos génicos amplificados por PCR de larvas homozigotas
suscetiveis para cqm1 (S, 376 e 257 pb) e larvas resistentes homozigotas para cqm7zec
(REC, 357 e 238 pb) ou cqm1zec., (REC-2, 376 € 172 pb). MW. peso molecular. C. Amostras
sem DNA.

A del19
1257ccgaaccggacgecgatgel275
a
Intron 1 1323tggl325
...1099 \/ T 1512. ..
[ 1 ]
F_con —> F_rec2 —s
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B
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—h——
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Fonte: Chalegre et al. (2015).
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Figura 12. Expressao relativa dos alelos cqm1, cqm1zc € cqm1zec ., €m pools de larvas de
Culex quinquefasciatus de uma colbnia suscetivel e duas colbnias resistentes (REC e
REC-2) a Lysinibacillus sphaericus, por RT-PCR quantitativa. Os valores sdo médias *

Desvio padrao.

16 9
14 4

1.2 9

0.8 1

0.6 1

Relative expression

0.4 1

0.2 1

cqmi cgmi1REC cgmi1REC-2
Targetgenes

Fonte: Chalegre et al (2015).

Figura 13. Immunoblotting da expressdo do Cgm1 em amostras de microvilosidades do
intestino médio (B) e em larvas inteiras (L) de Culex quinquefasciatus suscetivel (CqSF) e
resistente (CqRL1/2362) a toxina Bin.
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Fonte: Adaptado de Romaéo et al. (2006).
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Figura 14. Atividade enzimatica de a-glicosidase em gel em larvas de Culex
quinquefasciatus suscetiveis (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 peritrofica (M-).

Fonte: Chalegre et al (2015).

2.5 PANTETEINASES

Estudos do transcriptoma comparativos de larvas resistentes e suscetiveis a
inseticidas tém sido realizados com o objetivo de obter uma visdo mais ampla de
genes e vias que podem estar relacionados ao fendtipo de resisténcia. Um estudo
transcriptdmico por sequenciamento de nova geracdo (RNAseq) do intestino de
larvas de Cx. quinquefasciatus de trés colbnias resistentes (RIAB59, REC e REC2) a
toxina Bin comparado a larvas de uma coldnia suscetivel (CqSLab) (Rezende et al.,
2019, 2024). O transcrito do gene cgqm1, que confere a resisténcia nestas colbnias,
mostrou um status de repressdo, como esperado, e corroborou o fendtipo de
resisténcia. No entanto, foi observado que, dentre outros transcritos com alto nivel
de repressdo, se destacaram os transcritos de duas moléculas denominadas
panteteinases (CPIJ017593, CPIJ017592), cuja quantificagdo relativa foi ainda
menor do que transcritos do gene cqm1 (Quadro 2). Dentre as duas moléculas da
panteteinase, a CPIJ017593 apresentou a menor quantificagao relativa, e o seu
padrao de repressao foi confirmado por ensaios de qRT-PCR usando amostras de
RNA extraido 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
proteinas em amostras de microvilli intestinal (BBMF) de larvas de Culex

quinquefasciatus (Figura 16), em um estudo que buscou proteinas candidatas a ser
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um possivel receptor da toxina Cry48Aa/Cry49Aa, um outro componente inseticida
produzida pelo L. sphaericus (Rezende et al., 2017). Na literatura, ndo ha dados
sobre panteteinases de mosquitos, além destes dados obtidos em nossos trabalhos.
Em outros insetos, os dados também sdo escassos contrastando com um muitos

estudos de panteteinases em humanos, como sera descrito na segao 2.5.2.

Quadro 2. Perfil de repressao diferencial de transcritos dos genes que codificam o Cqm1 e
a panteteinase (pan1 e pan2) em larvas de Culex quinquefasciatus resistentes a toxina

Binaria (RIAB59, REC, REC2) comparados a suscetiveis em redugao de transcritos.

Log Fold Change (p value)
Gene ID RIAB59 REC REC2
Cqm1 CP1J013173 -4.65 (9.1 10™) -5.84 (9.3 10%) -4.14 (7.3 10%)
Pan1 CP1J017593 -7.13 (1.5 10%) -8.77 (4.6 10™) -8.17 (2.1 107
Pan2 CP1J017592 -7.13 (1.5 10%) -7.86 (1.1 107) -8.26 (9 107?)

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

Figura 15. Figuras dos dois perfis de transcricdo da panteteinase CPIJ017593 de larvas
suscetiveis (S) e resistentes (RIAB59, REC e REC-2) feito por qRT-PCR para validar o
transcriptoma apresentado no quadro 2.
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Fonte: Adaptado de Rezende et al (2019 e 2024).
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Figura 16. Proteinas do microvilli do intestino de Culex quinquefasciatus identificadas por
ensaio de pull-down como possiveis ligantes da toxina Cry48Aa/Cry49Aa. (A) Proteinas do
microvilli. (B) Toxina Cry48Aa/Cry49Aa imobilizadas em esferas de CNBr. (C) Proteinas do
microvilli com capacidade de ligagao a toxina imobilizada nas esferas. A espectrometria de
massas de proteinas da faixa C, mostrou a panteteinase, dentre outras proteinas

identificadas.

Fonte: Rezende et al. (2017).

Uma andlise in silico utilizando o banco de dados VectorBase, identificou seis
genes paralogos em Cx. quinquefasciatus que codificam diferentes variantes da
panteteinase, cujas sequéncia estao alinhadas na Figura 17 (Rezende et al., 2024).
A sequéncia genémica da panteteinase (CP1J017593) apresenta 2419 pb cuja fase
aberta de leitura possui 1551 pb. A transcricdo deste gene resulta em uma proteina
com 516 aminoacidos com peso molecular de 57 kDa (https://www.vectorbase.org
acessado em 07/2025. A proteina recombinante apresentou um peso molecular
observado (~70 kDa) superior ao previsto (57 kDa), sendo reconhecida por
anticorpos especificos (anti-Histidina e anti-panteteinase) e confirmada por
espectrometria de massas (Figura 18). Foi investigado se modificagcbes
pos-traducionais de glicosilagdo poderiam ser a razao para a diferenga do peso
esperado e observado. Nao foi encontrada uma presencga de glicosideos compativel
com essa diferenga (Figura 18 C), e esta questdo ainda necessita ser esclarecida.
Os dados indicam que a panteteinase recombinante mantém sua identidade e
integridade em diferentes sistemas de expressao, com modificagbes glicosidicas
minimas. A expressao da proteina em E.coli permitiu a produgao de anticorpos

policlonais anti-panteteinases que foram usados para investigar a expressao da
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proteina nativa nas larvas de insetos. De fato, uma proteina 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 sdo necessarios novos estudos de identificagdo das panteteinases de

Cx. quinquefasciatus.

Figura 17. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das panteteinases de Cx.
quinquefasciatus. Aminoacidos idénticos e similares sdo mostrados em preto e cinza,
respectivamente. Os primers utilizados para amplificacdo génica (caixas vermelhas),
N-glicosilagao (caixas verdes) e sitios de O-glicosilagao (setas) sdo indicados na sequéncia
CPIJ017593.
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CPIJO17593
CPIJOOTSB2
CPIJO17592
CPIJOO7581
CPIJOOTSE3
CPIJO0T584

Fonte: Rezende et al (2024).
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Figura 18. Expressdo 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 a etiqueta de poli-histidina (anti-His) ou anticorpos
policlonais contra a panteteinase recombinante (anti-Pan). (A) Proteina recombinante
expressa em E. coli. (B) A mesma proteina expressa em células Sf. (C) Tratamento com
endoglicosidase da panteteinase recombinante (Pan) em células SO incubadas com a
enzima PNGase F a 37 °C durante 4 h e visualizadas com CB. NT. Incubagdo sem a enzima.

T. Incubagédo com a enzima.

A B c

ce Anti-His Anti-Pan ce Anti-His Anti-Pan Pan
NT T
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Fonte: Adaptado de Rezende et al. (2024).

2.5.1 Panteteinases em outros Insetos

As panteteinases ja foram identificadas a nivel gendbmico em diferentes
classes de artrépodes. Ha 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 artrépodes. Estes genes ja 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 analises protedmicas e transcriptdmicas, sem uma caracterizagao funcional
desta molécula. Em uma analise protedmica de larvas de Bombyx mori, uma Vanin
like protein foi detectada em células da glandula de seda deste inseto (Zhang et al.,
2006). Outro relato € a presenga destas proteinas na membrana microvilar do
intestino médio de Spodoptera frugiperda, com homologia a VNN1 de Drosophila
melanogaster (Ferreira et al., 2007), identificada em uma analise protebmica da

membrana do microvilli do intestino médio, com sequéncia codificante de ancora GPI
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(Fuzita et al., 2019). Em outro estudo, em transcritos diferencialmente expressos de
larvas suscetiveis de Ostrinia nubilalis, apés tratamento com a toxina Cry1Ab de
Bacillus thuringiensis, foram detectados dois genes homodlogos as 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
expressao diferencial (Yao et al., 2017). Toprak et al. (2016) realizaram uma analise
protedmica do intestino de Mamestra configurata, e identificaram uma panteteinase
homdloga as enzimas descritas em Papilio xuthus, Nasonia vitripennis e Tribolium
castaneum. A enzima identificada, denominada McPAN (cédigo de acesso:
HM357848), encontra-se ilustrada na Figura 19 e foi associada a uma possivel
atividade hidrolitica no organismo do inseto. Além dos estudos de Rezende et al.
(2017, 2019, 2024), os estudos de Yao et al. (2014, 2017) foram os uUnicos que
detectaram panteteinases, ou seus transcritos diferencialmente expressos, em

insetos suscetiveis ou resistentes as toxinas de bactérias entomopatdgenas.

Figura 19. Perfil de transcritos do gene da panteteinase em diferentes tecidos de Mamestra
configurata por reagdes de RT-PCR. FG: Intestino anterior; MG: Intestino médio; HG:
Intestino posterior; MT: Tubos de malpighi; IN: Tegumento; TR: Traqueia; FB: Corpo

gorduroso.

FG MG HG MT IN TR FB

Fonte: Toprak et al. (2016).

2.5.2 Panteteinases em Humanos

Ao contrario de insetos, panteteinases em humanos vém sendo bem
estudadas. As vanin-like proteins ou vaninas, foram identificadas pela primeira vez
em extratos de rins de cavalo (Calvine et al., 1968; Dupre; Cavallini, 1979). Estas
proteinas também foram identificadas em diferentes tecidos de outros vertebrados

como mamiferos e aves (Bartucci et al., 2019) e maior parte dos estudos tém sido
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feitos em humanos e camundongos. Em humanos, os dois principais genes que
codificam as panteteinases sdo denominados vnn1 e vnn2. O gene vnni1 é
responsavel pela produgdo da VNN1, expressa como uma proteina de membrana
em diferentes tecidos, incluindo figado, rins, pulmdes, trato gastrointestinal, baco,
sangue e pele (Yamashita ef al., 2017). Ja a VNN2 também apresenta expresséo
nesses mesmos 0rgaos, porém em concentragdes mais elevadas nos neutréfilos
circulantes, possivelmente em fungdo de seu envolvimento na regulagdo dos
processos de adesao e migracao dessas células (Nitto; Onodera, 2013; Bartucci et
al., 2019). Estas proteinas 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 diferenga é devido a N-glicosilagdo da proteina
(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 proteina é
composta pelo dominio base e o dominio nitrilase e a isoforma da panteteinase
VNN1 se apresenta com a conformagdo monomeérica, e ndo ha evidéncias de

oligomerizagao.

Figura 20. Perfil eletroforético da panteteinase (Vanina-1) em SDS-PAGE. (A)
Imunodetecgao da proteina nativa de camundongo. (B) Proteina recombinante expressa em
células HEK293.

B .
148kBa=
100kDa —

T0kDa — | —

55kDa — | —
40kDa —

35kDa —
25kDa —

-
- — TOkD

15kDa — | s
] 4 10kDa —|

Fonte: (A) Aurrand-Lions et al. (1996). (B) MyBioSource, com o cédigo de acesso do produto
MBS9141761.
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Figura 21. Estrutura tridimensional da panteteinase (VNN1) por cristalografia de raio X com
dois dominios. O dominio nitrilase é representado por a-hélices (ciano) e folha-f (roxo) onde
encontra-se o sitio ativo da proteina. O dominio base, que consiste quase inteiramente na

estrutura secundaria de folha-$ (azul escuro a vermelho escuro).

Funcionalmente, as panteteinases sdo enzimas da classe de hidrolases (EC
3.5.1.92) com capacidade de clivar a panteteina, originada a partir do ciclo da
Coenzima A (CoA), em acido pantoténico (ou vitamina B5) e cisteamina (Bartucci et
al., 2019). O acido pantoténico é um importante cofator na produgédo e degradagao
de lipidios (Kaskow et al., 2012), e pode estar envolvida nos processos de
homeostase e imunidade (Ferreira; Naquet; Manautou, 2015). Ja o outro produto, a
cisteamina, atua como precursor na biossintese de hipotaurina e taurina, além de
poder ser convertida em cisteina (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 regulagdo 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 metabdlicas.
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Figura 22. Esquema representando a pantenteinase (VANIN) em vias metabdlicas de acidos

graxos e do estresse oxidativo.
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Fonte: Kaskow et al. (2012).

Estudos de caracterizacao funcional tem demonstrado o importante papel das
panteteinases em processos fisiologicos e patologicos (Galland et al., 1998; Martin et
al., 2001; Bartucci et al., 2019). A panteteinase tem, por exemplo, um papel central
na regulacao da lipdlise do tecido adiposo atuando como um sensor de estresse
oxidativo (Chen et al., 2020). Camundongos com uma dupla delecdo do gene
Vanin-1 (Vanin-17-) apresentaram maior acimulo de gordura nesse tecido, sem
alteracdo dos demais tecidos, indicando o papel especifico da panteteinase neste
tecido (Figura 23). Este estudo mostrou ainda que a introdugédo de mRNA de Vanin-1
no tecido adiposo abdominal ativou a lipdlise, resultando em reducéo da gordura. As
vaninas também sdo estudadas em diversas patologias humanas (Tabela 1). Em
vista da importancia da vanina-1 humana em doengas degenerativas, muitas
ferramentas de detecgdo e quantificacdo estdo disponiveis comercialmente tais
como vaninas recombinantes, anticorpos policlonais/monoclonais anti-vanina e kits
de ELISA. Assim, estudos de caracterizacao e identificagdo das panteteinases de

Cx. quinquefasciatus sao necessarios 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-17).
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Tabela 1. Exemplos de patologias humanas com participagéo direta ou indireta de

panteteinases.

Orgio Patologia Organismo Referéncia
Baco, figado e sangue Malaria Camundongo 1
Cérebro Doenga de Huntington (DH) Camundongo 2
Figado Esteatose DHGNA* e NASH** Humano 3ed
Hepatotoxicidade Camundongo 5
Intestino Doenca inflamatéria intestinal (DII), Humano 6,7e8
Colite e Cancer colorretal
Cancer colorretal e Esquistossomose Camundongo 9e10
Pancreas Diabetes 1 Camundongo 11
Pele Psoriase Camundongo 12
Pulméo Asma Humano 13
Rins Leséo renal Humano 14
Tumores adrenais Camundongo 15
Diversos Esclerose sistémica e Isquemia arterial Camundongo 16 e 17

*DHGNA: Doenca hepatica gordurosa nao alcodlica; **NASH: Esteato-hepatite ndo alcodlica. 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 caracterizacdo da panteteinase de Culex quinquefasciatus a
partir da analise comparativa de transcricdo do gene e expressédo da proteina em

individuos suscetiveis e resistentes ao larvicida Lysinibacillus sphaericus.

3.2 OBJETIVOS ESspPEcCiFicos

a) Avaliar o perfil de transcricdo do gene da panteteinase por quantificacéo

relativa de larvas e de adultos.

b) Avaliar o perfil de transcrigdo do gene cqm1 por quantificacdo relativa de

larvas e de adultos.

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

panteteinases recombinantes

d) Avaliar a expressao de panteteinases nativas em amostras de microvilli

intestinal de larvas.
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4 METODOLOGIA

4 .1 CoLONIAS DE CULEX QUINQUEFASCIATUS

Neste estudo, foram utilizadas larvas do 4° instar e adultos de duas colbnias
de Cx. quinquefasciatus, sendo uma de referéncia e uma resistente ao larvicida L.
sphaericus, denominadas, respectivamente, CqSLab e R2362/REC.

A colénia CgSLab € a colbénia de referéncia, suscetivel a inseticidas,
estabelecida com ovos coletados em Recife e mantida ha mais de dez anos no
insetario do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM-Fiocruz) (Menezes et al., 2021). A
colbénia R2362/REC foi selecionada com o larvicida L. sphaericus 2362 em
laboratério e apresenta um nivel de alta razao de resisténcia (RR > 100.000) a este
composto (Pei et al., 2002). A resisténcia da col6nia é devido a uma falha de ligagao
da toxina Bin aos receptores Cqm1 do epitélio. Conforme descrito na introdugao,
individuos homozigotos para o alelo cqm7zzc ndo expressam o receptor Cqm1,
portanto, a toxina n&o pode se ligar a este alvo (Roméao et al., 2006; Chalegre et al.,
2015). A colénia R2362/REC vem sendo mantida por mais de 200 geragbes em
insetario. A partir deste topico as colbnias CqSLab e R2362/REC, serao
denominadas S e R, respectivamente.

As colbnias foram mantidas no insetario do Departamento de Entomologia do
IAM-Fiocruz sob condig¢des controladas de temperatura (26 £ 1°C), umidade relativa
(70 £ 20%) e fotoperiodo (14:10 horas, claro:escuro) (Menezes et al., 2021). As
larvas foram mantidas em recipientes plasticos (45,5 cm [altura] x 28 cm [largura] x
7,7 cm [profundidade]) contendo 2L de agua potavel, e foram alimentadas com ragéo
para gatos (Friskies®). Os adultos foram alimentados com solugado de sacarose a
10% e agua ad libitum. A cada semana foi ofertado para as fémeas um repasto de
sangue desfibrinado de coelho, durante 1h, em um sistema de alimentacéo artificial
(Crespo et al., 2024).

4 .2 Ensaios DE QRT-PCR

Os ensaios da Reagdo em Cadeia da Polimerase com Transcricdo Reversa

Quantitativa (QRT-PCR) tiveram o objetivo de quantificar e comparar o padréo de

transcricdo dos genes estudados, em larvas e adultos individuais. Para tal, foi feita a
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extracdo de RNA total dos espécimes utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen),
seguindo as instrugdes do fabricante. Como amostras, foram utilizadas larvas do
inicio do quarto estagio (até 12 horas apés a muda) e adultos (machos e fémeas)
com trés a cinco dias de idade de cada coldnia, de forma individual. As amostras
foram avaliadas em relagdo a concentragdo e qualidade no NanoDrop 2000c®
(Thermo Scientific). A concentracdo de RNA das amostras foi mantida entre 30-500
ng/ul e, em termos de qualidade, uma razao de absorbancia 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 padrdes foram descartadas.

Para as reagdes, foram desenhados primers especificos para os genes alvos
(panteteinase CPI1J017593, cgqm1 CPIJ013173) e para o gene usado como controle
endogeno (subunidade ribossdmica 18S), descritos no Quadro 3. As reagdes a partir
de amostras de RNA extraidas de cada individuo foram realizadas em duplicata
usando o Kit QuantiTect® SYBR Green RT-PCR® (QIAGEN) para as reagbes de
gRT-PCR one-step, segundo instrugbes do fabricante. As reagdes foram feitas
usando o SYBR Green Mix (2x, 5 ul), enzima transcriptase reversa (0.5 U) RNA
molde (100 ng), primers forward e reverse (0,2 pM/primer) para os genes alvos e
para o gene controle. Como controle negativo das reagdes, foram utilizadas
amostras sem o RNA extraido. As reagbes foram realizadas no equipamento ABI
7500® (Applied Biosystems) disponivel no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas do
IAM. A quantificagao relativa foi feita através do programa 7500 software v.2.0.5 da
Applied Biosystems®. As analises foram realizadas pelo método do CT (Ciclo
Threshold) comparativo (Livak and Schmittgen, 2001). Para todos os ensaios, uma
amostra de individuo suscetivel (larva ou adulto) foi selecionada como
referéncia-calibrador. Neste caso, esta amostra foi escolhida cujo valor de ACt foi o
mais proximo possivel a média de ACt do grupo representativo de larvas suscetiveis

analisadas.



49

Quadro 3. Primers usados para realizar as reacdes de gRT-PCR para avaliar a expressao

dos genes de Culex quinquefasciatus.

Gene ID' Amplicon (pb) Primers (5°-3’)?

18S [1] 159 F CGCGGTAATTCCAGCTCCACTA
R GCATCAAGCGCCACCATATAGG

CP1J017593 (pant) [2] 228 F TCTTTGCCTGCACCGGGACCA
R CGAATGGTTTGCCATCCTTCGT

CP1J013173 (cgm1) [3]. 228 F GAACCGGACTCGAAGGACTG

R CTCCGGCTGAATATCGTAGAAATC

"LIU et al., 2011. [1] 18S: gene de controle de proteina 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 sequéncia obtidas na plataforma VectorBase (https://vectorbase.org).

4.3 PRODUCAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS

Com o objetivo de detectar se a proteina é expressa no epitélio intestinal das
larvas, foram produzidos anticorpos policlonais contra antigenos da panteteinase
CPI1J017593. Estes anticorpos foram produzidos visando superar a dificuldade
descrita na segao 2.5 sobre o baixo desempenho de anticorpos policlonais
produzidos contra a panteteinase recombinante de E. coli. As sequéncias dos
peptideos foram selecionadas a partir da analise in silico com o “Antigenic Index -
Jameson-Wolf”, pelo Dr. Itabajara Vaz da UFRGS (Figura 24). A partir dessa analise
foram selecionados dois peptideos da panteteinase contendo 13-14 residuos da
CPIJ017593 (LKRDQIDGYRTMD e CPENGDERPCASDG). Os peptideos foram
obtidos por sintese, conjugados a formamida, pela Dra. Maria Aparecida Juliano na
UNIFESP. Em seguida, cada amostra de peptideo foi usada individualmente como
antigeno para imunizagdo de coelhos e produgdo de anticorpos policlonais na
empresa CélulaB (http://www.ufrgs.br/celulab). Os soros imunes obtidos a partir da
imunizagdo dos animais com cada peptideo 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.
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Fonte: Antigenic Index - Jameson-Wolf, analise fornecida pelo Dr. Itabajara Vaz.

4.4 PREPARACAO E AVALIAGAO DE AMOSTRAS DE PROTEINAS

Os anticorpos anti-LKR e anti-CPE foram utilizados com o objetivo de detectar
se a proteina da panteteina 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 preparacgdes a partir
de larvas que poderiam conter panteteinases nativas, conforme descrito abaixo.

As amostras da panteteinase recombinante (CP1J017593) foram usadas para
averiguar se os anticorpos produzidos sado capazes de reconhecer a proteina
recombinante produzida previamente nos sistemas procarioto e eucarioto, por
membros da equipe do laboratério, 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. Apds a expressao da proteina, esta foi purificada
utilizando Resina Ni-NTA® (Qiagen) (Rezende et. al, 2024). Este gene também foi
clonado e expresso na linhagem celular do lepidéptero Spodoptera frugiperda (Sf9).

As células de Sf9 foram transfectadas com o plasmideo de expresséo, e as culturas
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celulares foram entéo selecionadas com Zeocin™ (Thermo Fisher Scientific), para a
obtencgao de linhagens celulares estaveis. Os detalhes da produg¢do destas proteinas
estdo disponiveis em Rezende et. al (2024).

As amostras nativas preparadas utilizando larvas do quarto instar de Cx.
quinquefasciatus de ambas as colbnias (S e R), foram as seguintes: amostras de
extrato total de trés larvas em tampao PBS com inibidores de proteases, e amostras
de fragdes 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 principio o
isolamento parcial de fragdes ricas em microvilosidades através de etapas de
incubacao de extratos de larvas com cations (Mg**) e centrifugacéo diferencial para
separacao de membranas apicais das células. Apos a preparagado das amostras de
BBMF, foi feita a dosagem proteica pelo método de Bradford (1976), com
modifica¢des. Foi usado o reativo especifico (Biorad #5000002) que interage com as
proteinas presentes promovendo uma reagao colorimétrica mensurada a uma
absorbancia de 595 nm. A dosagem em microgramas foi feita baseada em uma
curva padrao da proteina albumina sérica bovina (BSA).

A qualidade das amostras também foi avaliada pela detecg¢ao da atividade da
enzima o-glicosidase (EC 3.2.1.20), que é um marcador do enriquecimento de
proteinas presentes no microvilli intestinal, usando o substrato sintético
p-nitrophenyl-a-D-glucanopyranoside (pNaG, Sigma N1377), segundo protocolo
previamente estabelecido (Chalegre et al., 2005). Este substrato é clivado pelas
a-glicosidases presentes no meio produzindo o grupamento p-nitrophenol que
promove uma reacgao colorimétrica que foi mensurada a uma absorbancia 405 nm. O
nivel de enriquecimento da enzima na fragcdo final obtida foi feita de forma
comparativa entre a atividade de a-glicosidase em uma quantidade fixa de proteina
(10 pg) do homogenato inicial e a atividade de uma amostra de microvilli (10 pg)
obtida ao final da preparagdo. As amostras foram armazenadas a -70°C até a

utilizacao.

4.5 ENSAIOS DE IMUNODETECGAO (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 detecgdo de panteteinases
nativas em amostras de larvas de Cx. quinquefasciatus. Para os ensaios de
imunodetecgdo, as amostras de proteinas foram separadas em eletroforese
desnaturante (SDS-PAGE) em gel a 10%. Em seguida, as proteinas do gel foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Cytiva®). Esta foi submetida a
coloragcdao com Vermelho de Ponceau para avaliar a qualidade da transferéncia e
marcagao de pesos moleculares. Em sequéncia, cada membrana foi submetida a
procedimento de imunodeteccdo usando o equipamento Snap i.d. (Millipore). As
principais etapas estdo descritas a seguir e foram realizadas a temperatura
ambiente: bloqueio da membrana com 0,1% de leite desnatado (Molico®) em
tampao TBS-T 1X (1,5 M Tris-HCI; 5 M NaCl; 0.1% Tween 20; pH 7.6) por 30
segundos; incubagao de anticorpos policlonais primarios (anti-LKR ou anti-CPE) com
diluicdes entre 1:1.000 e 1:100 (a depender do anticorpo utilizado) em tampéao
TBS-T 1X por 20 minutos; incubagdo de um anticorpo secundario IgG-Rabbit
conjugado com horseradish peroxidase, com diluicdo de 1:10.000 em tampé&o TBS-T
por 10 minutos. Entre cada etapa, foram feitas lavagens da membrana (5 vezes), por
15 segundos, com o tampao TBS-T 1X. A deteccdo foi através de reacido de
quimioluminescéncia 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 ESTATISTICO

Os dados obtidos foram analisados no GraphPad Prism versdo 10.1.2 e
expressos como valores médios com desvio padrado. Diferengas estatisticamente
significativas foram calculadas usando o Teste T ndo paramétrico. Os valores s&o

considerados significativamente diferentes quando p < 0,05.

4.7. COMITE DE ETICA

Este projeto nado inclui procedimentos relacionados as exigéncias de conduta
envolvendo seres humanos, de acordo com o Cédigo de Etica, resolucdo CNS
196/96 e complementares, bem como ndo contém pesquisa com animais

vertebrados (Anexo A).
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5 RESULTADOS

5.1 TRANSCRICAO DO GENE DA PANTETEINASE

O principal objetivo dessa etapa foi determinar o padrdo comparativo de
transcricdo do gene que codifica a panteteinase (CPIJ0O17593) de Cx.
quinquefasciatus, em amostras individuais de larvas e adultos, de uma colbnia
suscetivel (S) e outra resistente ao larvicida L. sphaericus (R). As avaliagdes foram
feitas por analise de quantificagao relativa (Rq) por meio da qRT-PCR, do gene alvo
e do gene 18S. Para a qualidade da analise comparativa foi feita uma padronizagao
das amostras de amostras de RNA utilizadas para os ensaios de gRT-PCR. Um
amplo numero de amostras de RNA foi obtido e apds triagem pelos padrdes de
qualidade, apenas parte delas atendeu aos parametros adequados de concentragao
e razdo de absorbéncia 280 nm/260 nm (Abs 280/260). Assim, os parametros
meédios 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 fémeas. Esses dados
demonstram que as amostras de RNA utilizadas nos ensaios de gRT-PCR
apresentaram boa qualidade o que permite que os resultados obtidos robustos para
a analise comparativa. Os dados de avaliagao das amostras de RNA estdo descritos

no Anexo B (Tabelas Suplementares 1 - 3).

5.1.1 Perfil em Larvas

Ao analisar os resultados das reagdes de gRT-PCR, transcritos da
panteteinase estudada foram detectados em larvas S e R. As larvas S (n =23)
apresentaram um perfil de expressao variado da panteteinase em larvas em relagao
a amostra de referéncia (Figura 25). A média da Rqg nestas amostras foi de 2,65 +
3,33, com valores de Rqg desde 11 vezes maiores que a referéncia 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 referéncia,
respectivamente, mostrando assim um amplo intervalo de valores de quantificagcao
dos transcritos. As amostras de larvas resistentes mostraram um perfil de expressao
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 referéncia. Portanto, a transcricdo da panteteinase apresentou um

padrao de repressao nas larvas R, comparadas as larvas S.

Figura 25. Quantificacéo relativa (Rq) da transcricdo do gene da panteteinase CPIJ017593
em larvas do quarto instar de Culex quinquefasciatus suscetiveis (S) comparadas as
resistentes (R) a toxina Bin, por qRT-PCR. As amostras sdo larvas individuais (pontos), a
coluna e a barra representam a média e o desvio padrado, respectivamente. O valor de (p <

0,05) indica diferenca estatisticamente significativa.
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Fonte: figura produzida pelo autor.

5.1.2 Perfil em Adultos

Na fase adulta, a quantificacdo relativa da panteteinase foi feita, com machos
e fémeas das colbnias S e R. Analisados sem distingdo, os adultos de ambas as
coloénias apresentaram uma expressao de transcritos variada, no qual individuos S
apresentaram Rq média de 0,70 £ 0,56, e para individuos R um valor menor de 0,57
1 0,42, que nao foi significativamente estatistico (Figura 26 A, Tabela suplementar 5).
O grafico aponta uma grande dispersdo de valores de Rq dos individuos das duas
colénias. Quando os dados séo analisados por sexo, as fémeas S apresentaram
uma media maior (1,03 = 0,47) que fémeas 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

comparagdes, os individuos R possuem um valor médio de Rq menor, mas, esta
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diferengca nado é significativa (p > 0,05) entre as col6nias, na analise global de
adultos, ou por sexo. Assim, os dados mostram que o perfil de transcricdo do gene
da panteteinase é similar em adultos R e S, diferente do padréao de repressao deste
gene observado em larvas R. A amostra de referéncia utilizada para a analise global
e de fémeas, foi a amostra de uma fémea S, com ACt mais préximo da média, pois é
0 sexo que realiza o repasto sanguineo e, portanto, € o principal alvo. Para a anélise

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

Figura 26. Quantificacao relativa (Rq) da transcricdo do gene da panteteinase CPI1J017593
em adultos de Culex quinquefasciatus suscetiveis (S) comparados aos resistentes (R) a
toxina Bin, por qRT-PCR. (A) Adultos. (B) Fémeas. (C) Machos. As amostras sdo adultos
individuais (pontos), a coluna e a barra representam a média e o desvio padrao,

respectivamente. O valor de p > 0,05 indica diferenga estatisticamente significativa.
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Fonte: produzida pelo autor.

5.2 TRANSCRICAO DO GENE Do Cam7

O receptor Cgm1 €é o marcador de resisténcia de larvas de Cx.
quinquefasciatus ao larvicida L. sphaericus, pois a auséncia desta proteina no
epitélio intestinal impede o modo de agdo da toxina Bin nas larvas, conforme
apresentado no referencial tedrico (secdo 2.4). O transcriptoma comparativo do
intestino das larvas mostrou o perfil de sub expressédo 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 padrdo de repressao de transcritos mais acentuado do que o
receptor. Assim, neste estudo a transcricdo do gene cqm1 em larvas e adultos foi
determinada de forma individual, pois esse padrao nao foi investigado além de servir

como um padrao comparativo.

5.2.1 Perfil de Transcricao em Larvas

Esta analise foi feita segundo os mesmos critérios metodoldgicos usados para
o perfil de panteteinases. Os resultados mostraram que as larvas S apresentaram
um padrdo de expressao variado em relagédo a amostra de referéncia (Figura 27). A
média da quantificacao 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
padrao de expressao reprimido, sendo a Rq média de (0,41 = 0,25), e neste grupo
todas as amostras apresentaram valores de Rq abaixo da referéncia. Portanto, esta
analise mostrou que a transcricdo do cgm1 apresentou um padréao significativo (p <

0,05) de repressao em individuos R comparados aos individuos S.

Figura 27. Quantificacao relativa (Rq) da transcricdo do gene do cgm1 CPIJ013173 em
larvas individuais do quarto instar de Culex quinquefasciatus suscetiveis (S) comparadas as
resistentes (R) a toxina Bin, por gRT-PCR. Cada coluna representa a média e o desvio
padrdo obtido de cada colbnia. Estatisticamente, o valor de (p < 0,05) indica diferenca

significativa entre as colbnias.
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Fonte: produzida pelo autor.
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5.2.2 Perfil em Adultos

Na fase adulta, a quantificagao relativa do gene cqm1 foi feita com individuos
das colbnias S e R, global sem distincdo de sexo (Figura 28). Os adultos da colbnia
S apresentaram um perfil variado em relagdo a amostra de referéncia do Cqm1, de
valores que vao de 5 vezes acima da referéncia até 5 vezes menor, assim a média
de Rq representou um valor abaixo do desvio padrao (1,49 = 1,57) (Tabela
suplementar 9). Adultos da colénia R apresentaram um perfil de repressao (0,47 *
0,54), e os valores de Rq dos individuos estavam abaixo da mesma referéncia, em
quase sua totalidade. Portanto, a analise mostrou que a transcricdo do cqgmt
apresentou um padrao de repressao em individuos R de ambas as fases de vida

comparados aos individuos S.

Figura 28. Quantificagao relativa (Rq) da transcricdo do gene cqm1 CPIJ13173 em adultos
(machos e fémeas) individuais de Culex quinquefasciatus suscetiveis (S) comparadas as
resistentes (R) a toxina Bin, por meio de qRT-PCR. Cada coluna representa a média e o
desvio padrao obtido de cada colbnia. Estatisticamente, o valor de (p < 0,05) indicou que ha

diferenca significativa entre as colbnias.
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5.3 DETECCAO DE PANTETEINASES

Apods a deteccao do perfil diferencial de transcricdo do gene da panteteinase
em larvas S e R, esta etapa teve como objetivo detectar a expressao da respectiva
proteina no epitélio intestinal das larvas, utilizando os anticorpos policlonais descritos

no item 4.3.

5.3.1 Deteccao de Panteteinases Recombinantes

Inicialmente, os anticorpos policlonais anti-peptideos da panteteinase,
anti-LKR e anti-CPE, foram avaliados em relacdo a sua capacidade de
reconhecimento especifico da panteteinase CPIJ017593 recombinante e
semipurificada em resina de niquel. O objetivo foi adequar e padronizar o uso dos
anticorpos policlonais anti-peptideos para avaliar a deteccdo de panteteinases
nativas em amostras biolégicas de Cx. quinquefasciatus.

Os dois anticorpos, anti-LKR e anti-CPE, foram testados em ensaios de
imunodetecgdo da proteina recombinante produzida em E. coli e em células Sf9.
Nesta primeira analise ambos os anticorpos anti-LKR e anti-CPE detectaram uma
proteina com peso molecular aparente de 70 kDa nas amostras de proteina
recombinante produzida em Sf9, com reconhecimento intenso e auséncia de outros
sinais potencialmente inespecificos (Figura 29). Por outro lado, nenhum dos
anticorpos reconheceu uma proteina do tamanho esperado nas amostras de E. coli.
Neste caso, os dois anticorpos mostraram um padrao similar de deteccao de duas
bandas com tamanhos superior e inferior ao peso esperado de 70 kDa. Em seguida,
para reavaliar o padrao 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 padrao de reconhecimento inespecifico 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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Imunodeteccdo da panteteinase CPIJ017593 de Culex quinquefasciatus

produzida de forma recombinante em células Sf9 e em E. coli. (A) Anticorpo anti-peptideo
LKR (1:1.000). (B) Anticorpo anti-peptideo CPE (1:1.000). PM. Marcador de peso molecular

em kDa a esquerda.

Figura 30.
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Fonte: produzida pelo autor.

Imunodeteccdo da panteteinase CPIJ017593 de Culex quinquefasciatus

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

na pista a direita de cada painel (controle positivo). (A) Anticorpo anti-peptideo LKR
(1:1.000). (B) Anti-peptideo CPE (1:1.000). PM. Marcador de peso molecular em kDa a

esquerda.
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Fonte: produzida pelo autor.
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Para ter estimativa da sensibilidade dos anticorpos foi feita uma determinacao
da concentragdo proteica (ug proteina/pl amostra) em amostras de panteteinase
CPI1J017593 expressa em células Sf9. Para tal, amostras padrdo com quantidades
conhecidas (ug) da proteina 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%. Apds a coloracdo com azul de Coomassie a quantificagcao foi
determinada com base na comparagao da densidade do sinal colorimétrico, através
do equipamento IBright CL1000™ Imaging System. A concentragdao estimada da
panteteinase Sf9 (14.02.23), foi de 0,17 ug/ul. Esta amostra foi selecionada para ser

utilizada como referéncia 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 estédo representadas
nas pistas e foram estimadas para panteteinases. Coloragdo com azul de Coomassie. PM.

Marcador de peso molecular em kDa a esquerda.
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Fonte: produzida pelo autor.

ApoOs a estimativa da concentracdo da panteteinase Sf9, foram feitos ensaios
de imunodeteccio de diferentes quantidades da amostra pelos anticorpos anti-LKR e

anti-CPE, para avaliar a sensibilidade, ou seja, a quantidade minima de proteina que
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seria detectavel pelos anticorpos. Ambos os anticorpos detectaram a panteteinase
de 70 kDa em todas as quantidades até 0,0125 ug. A comparagado do desempenho
dos anticorpos, indicou que o anticorpo anti-LKR & mais sensivel, pois mostrou um
reconhecimento mais intenso das amostras comparado a detec¢ado com o anti-CPE,

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

Figura 32. Imunodetecgdo de amostras de panteteinase CPIJ017593 de Culex
quinquefasciatus recombinante produzida em células Sf9 com dois anticorpos primarios
dirigidos contra peptideos da proteina. (A) Anticorpo Anti-LKR 1:1.000. (B) Anticorpo

Anti-CPE 1:1.000. Amostras de proteina em ug. PM. Marcador de peso molecular em kDa a

esquerda.
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Fonte: produzida pelo autor.

Em vista da maior sensibilidade do anticorpo anti-LKR, este foi utilizado para as
demais anadlises do estudo. Para estimar a especificidade deste anticorpo foi feito um
ensaio utilizando diferentes proteinas, que nao deveriam potencialmente ser
reconhecidas pelo anticorpo, e a panteteinase Sf9 como controle positivo. Como
amostras teste foram utilizadas a proteina Cgm1 de Cx. quinquefasciatus (60 kDa), a
proteina Aam1 de Aedes aegypti (73 kDa) e a proteina BSA (66 kDa). O anticorpo
reconheceu a panteteinase Sf9 de 70 kDa com forte intensidade, e bancas
especificas ndo foram detectadas nas demais amostras, exceto um discreto sinal na
amostra Cgm1, indicando a especificidade do anticorpo para a proteina alvo (Figura
33).
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Figura 33. Imunodetecgéo das proteinas Cqm1 de Culex quinquefasciatus (60 kDa), Aam1
de Aedes aegypti (73 kDa) e a proteina 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 a esquerda.

PM 519 PM Cgm1 Aami1 BS3A
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Fonte: produzida pelo autor.

5.3.2 Deteccédo de panteteinases nativas

ApoOs os ensaios que demonstraram a capacidade de detecgao dos anticorpos
anti-peptideos para panteteinase recombinante, foi iniciada a etapa de
imunodetecgdo de panteteinase nativas para investigar a sua expressao em larvas
de Cx. quinquefasciatus suscetiveis e resistentes. Nestes ensaios foram utilizadas
amostras de microvilosidades do epitélio intestinal (BBMF) disponiveis no
laboratério, 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-peptideo LKR foi utilizado para a deteccdo da proteina nestas
amostras. Este anticorpo reconheceu uma banda com peso aparente de 70 kDa em
todas as amostras de BBMF de larvas suscetiveis, analisadas em duplicata, o que é
consistente com os resultados obtidos com amostras recombinantes e indica a
presencga desta proteina no epitélio intestinal das larvas (Figura 34 A). Nas amostras
de BBMF de larvas resistentes ndo houve o reconhecimento de uma banda
equivalente. Outros ensaios de imunodeteccdo mostraram um resultado similar,
porém, com menor discriminagao, pois o reconhecimento da proteina de 70 kDa esta
ausente em uma das amostras de BBMF de larvas suscetiveis e foram detectadas

bandas inespecificas nas amostras de larvas resistentes (Figura 34 B). A amostra de



63

panteteinase-Sf9 recombinante, usada como controle positivo, foi detectada em
ambos o0s ensaios. Em seguida, novos ensaios com estas amostras de BBMF foram
realizados e a detecgdo da banda de 70 kDa nao foi reprodutivel em parte deles.
Novas amostras de BBMF de ambas as coldnias foram produzidas a fim de testar
preparagdes mais recentes, partindo da hipotese de instabilidade das proteinas nas
BBMF’s. Uma sinopse das avaliagdes das BBMF’s usadas esta disponivel na Tabela
2. Todas as preparagdes atingiram o critério minimo de concentragédo proteica > 1
mg/ml e enriquecimento minimo de 1.5 vezes da atividade da enzima marcadora de
microvilli intestinal alfa-glicosidase. Os resultados demonstraram a detec¢céo de uma
banda discretamente inferior a 70 kDa em todas as amostras sendo, portanto,
inconsistente (Figura 35). Uma terceira abordagem para detec¢ao de panteteinases
nativas foi feita com o anticorpo anti-LKR (1:1.000) utilizando como amostras de
extrato de larvas inteiras, porém, ndo houve detec¢cao de uma banda especifica de
70 kDa (Figura 36). Nestes ensaios o controle positivo foi detectado demonstrando a
validade dos procedimentos experimentais. Assim, os resultados sugerem que ha
uma expressao diferencial da panteteinase nestas larvas, apesar dos ensaios de

imunodetecgao apresentaram algumas falhas de deteccado em BBMF de larvas S.

Figura 34. Imunodeteccdo de panteteinases em amostras de microvilosidades intestinais de
larvas de Cx. quinquefasciatus suscetiveis e resistentes ao L. sphaericus com anticorpo
primario anti-peptideo LKR (1:1000). Panteteinase recombinante em Sf9 de 70 kDa a direita
(controle positivo Sf9). (A) Seis amostras suscetiveis e duas resistentes. (B) Trés amostras
suscetiveis, pista sem amostra proteica (L2x), duas amostras resistentes. PM. Marcador de

peso molecular em kDa a esquerda.
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Fonte: produzida pelo autor.
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Figura 35. Imunodeteccdo de panteteinases em novas amostras de microvilosidades
intestinais de larvas de Cx. quinquefasciatus suscetiveis e resistentes ao L. sphaericus com
anticorpo primario anti-peptideo LKR (1:1000). Panteteinase recombinante em Sf9 de 70
kDa a direita (controle positivo Sf9). (S) Suscetivel. PM. Marcador de peso molecular em

kDa a esquerda.
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Fonte: produzida pelo autor.

Figura 36. Imunodetecgao de panteteinases em amostras de extrato de larvas inteiras de
Cx. quinquefasciatus suscetiveis e resistentes ao L. sphaericus com anticorpo primario

anti-peptideo LKR (1:1000). PM. Marcador de peso molecular em kDa a esquerda.
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Fonte: produzida pelo autor.
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Tabela 2. Avaliagdo das preparacdes de BBMF de larvas da coldnia suscetivel (S) e da

colénia resistente (R) de Culex quinquefasciatus. Proteina Mg/ml. Quantidade de proteina

por volume. Enriquecimento da atividade a-glicosidase. Presenca de BBMF na preparacao.

Preparagées de BBMF I\Pnrgolt:l:na E?;Iiicllgici:cilr:::to da atividade
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 DISCUSSAO

O presente trabalho teve como principal objetivo determinar o perfil de
transcricdo do gene da panteteinase em larvas e adultos de Cx. quinquefasciatus
suscetiveis (S) e resistentes (R) ao L. sphaericus e a detecgao desta proteina em
larvas. Foram identificados seis genes paralogos em Cx. quinquefasciatus que
codificam diferentes variantes da panteteinase (Rezende et al., 2024). Dentre os
genes descritos o0 alvo deste estudo foi a CPIJ017593, baseada em dados prévios
que mostraram a destacada repressdo deste gene da panteteinase no perfil
transcriptdmico por RNAseq de trés colbnias resistentes a este composto (Rezende
et al., 2019, 2024). Diante disso, o perfil de transcricdo do gene da panteteinase foi
descrito por ensaios de qRT-PCR para determinar, por quantificagao relativa, os
transcritos deste gene em amostras individuais de larvas bem como em adultos,
visto que no RNAseq a avaliagéo foi feita com trés pools de larvas (Rezende et al.,
2019, 2024). O presente trabalho analisou a transcricado do gene da panteteinase e
do gene cqm1 em cada individuo a fim de analisar e obter um perfil de expressao
deste gene comparativamente entre os individuos das colbnias resistentes e
suscetiveis.

Os dados em larvas individuais mostraram um padrdo de repressao de
transcricdo da panteteinase relativamente homogéneo em larvas R, enquanto o perfil
de transcritos foi variavel na transcricdo em larvas S. A quantificagao relativa, sugere
uma alta variagdo de transcritos da panteteinase entre os individuos S de uma
mesma colbnia, o que nao foi possivel caracterizar a partir das analises em pools de
intestinos (Rezende et al. 2019, 2024). No entanto, ainda ndo sabemos os tecidos
especificos 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), tubulos 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 Rqg abaixo da
referéncia. Sabendo disso, a panteteinase pode ser um novo gene marcador da

resisténcia de Cx. quinquefasciatus ao L. sphaericus.

Além de analisar a expressdo do gene da panteteinase em larvas, foi
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realizada uma pesquisa inédita da transcricdo deste gene em adultos de Cx.
quinquefasciatus. Nesta avaliacdo, a panteteinase apresentou um padrdo similar
entre adultos S e R, analisados sem distingao ou com distincdo do sexo, diferente do
padrao de repressao encontrado em larvas R. A detecgao de transcritos em adultos
foi menor do que em larvas, sugerindo uma menor expressao nesta fase de vida.
Novos estudos sdo necessarios para determinar se esta proteina 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 detecgao em larvas (Toprak et al., 2016; Fuzita et al, 2019; Rezende et
al., 2024). E ainda possivel que panteteinases codificadas por outros genes,
disponiveis do GeneBank e descritos por Rezende et al. (2024), possam ser mais
relevantes na fase adulta de Cx. quinquefasciatus do que a panteteinase
CPI1J017593, uma vez que estes genes ainda nido foram investigados em adultos e

podem apresentar um maior numero de transcritos.

Alelos do gene cqm1 conferem a resisténcia em Cx. quinquefasciatus ao L.
sphaericus e, portanto, o seu perfil de expressao € um marcador (Roméo et al.,
2006; Chalegre et al., 2015). No presente estudo, o perfil de transcricdo do gene
cmq1 por qRT-PCR em larvas também revelou que ocorre uma grande variagao
entre individuos S. Ndo € possivel determinar se estes padrées de transcrigao
poderiam determinar variagbes de suscetibilidade in vivo de larvas individuais. As
larvas individuais R apresentaram o mesmo perfil de repressdo comparados aos S,
reafirmando a reducdo da abundancia de transcritos em larvas resistentes. Em
adultos, apesar do estudo da transcricdo deste gene ser inédita, foi observado o
mesmo perfil de repressdao em individuos 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 caracterizagdao da panteteinase CPIJ017593 de Cx.
quinquefasciatus (Rezende et al., 2024) foi feita a expressao heteréloga da proteina
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 proteinas 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 proteinas recombinantes, sobretudo
aquelas expressas em Sf9. Este anticorpo também teve um fraco desempenho para
detectar a panteteinase de BBMF de forma intensa e especifica, mesmo em baixa
diluicdo (1:100). Por esta raz&o o presente estudo buscou avaliar novos anticorpos
(anti-LKR e anti-CPE) identificados in silico contra peptideos da panteteinase com

alto potencial antigénico.

Os dois anticorpos reconheceram a proteina heterdloga produzida em Sf9
com de 70 kDa, indicando que a proteina detectada é a panteteinase, em vista da
compatibilidade do peso aparente e confirmacdo prévia por espectrometria de
massas. Desta forma, ambos os anticorpos sao sensiveis ao reconhecimento da
proteina expressa em Sf9. Entretanto, o mesmo reconhecimento nao foi observado
em amostras de panteteinases expressas em E. coli, visto que além do
reconhecimento de uma proteina de 70 kDa, houve a deteccdo de outras proteinas
por motivos que ainda precisam ser avaliados, tais como outras proteinas com
sequéncias peptidicas similares as reconhecidas pelos anticorpos ou a ligagdo a
proteinas nao-alvo pelo anticorpo secundario. Os ensaios de imunodetec¢do da
panteteinases nativas utilizando preparacdes de BBMF’s mostraram a expressao
nestas amostras, que corrobora o perfil dos respectivos transcritos. Foi detectada
uma banda de 70 kDa em amostras S, enquanto sua auséncia ou fraca intensidade
em amostras resistentes € compativel com o perfil de repressdo encontrado para
este gene. A imunodetecgdo mostrada no presente estudo em amostras de BBMF,
corrobora a sua primeira deteccdo em larvas de Cx. quinquefasciatus como uma
proteina ligada a membrana intestinal (Rezende et al., 2017). Entretanto, a
imunodetecgdo das panteteinases em BBMF, pelo menos sob as condi¢des
testadas, ndo mostrou reprodutibilidade suficiente. Em consequéncia, a detecgao em
amostras de larvas inteiras n&o foi discriminatéria, o que foi relativamente esperado,
visto que é uma amostra mais complexa do que a BBMF que € uma amostra
hipoteticamente mais rica em panteteinases. Uma das possiveis razbes para a
dificuldade seria a abundancia limitada da panteteinase no epitélio intestinal. A
imunodetecgdo da Cgm1 em amostras de BBMF ou de mesmo de larvas, por
exemplo, € uma ferramenta robusta para discriminar larvas S e R (Roméao et al.,

2006; Ferreira et al.,, 2010). A imunodetecgdao da panteteinase em BBMF foi
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discriminatoria, mas ndo mostrou a robustez. Esses resultados permitem admitir que
o0 padrao diferencial dos individuos S e R n&o foi claro por detecgao proteica,
enquanto o padrao de transcritos foi elucidativo. A possibilidade de investigar o
padrao discriminatério através de ensaios enzimaticos, como foi demonstrado para a
proteina Cgm1 (Amorim et al., 2010; Chalegre et al., 2015), ndo foi realizada pois
sistemas de deteccdo enzimatica ainda nao estdo comercialmente disponiveis para
panteteinases, mesmo no caso das proteinas humanas, embora a atividade

enzimatica ja tenha sido determinada experimentalmente (Rommeleare et al., 2014).

Considerando a caracterizag¢ao funcional, até o momento, ndo ha dados sobre
o potencial envolvimento das panteteinases no modo de acdo das proteinas
inseticidas microbianas, sendo necessario uma melhor compreensao da sua
associacdo com o fendétipo de resisténcia. Como descrito no referencial teérico, em
humanos a funcéo primaria das panteteinases é catalisar a conversao de panteteina
em pantetonato e cisteamina (Kaskow et al., 2012). A panteteina esta envolvida no
metabolismo de acidos graxos, pois participa do ciclo da CoA, e a liberagao
cisteamina implicada no estresse oxidativo e em ciclos inflamatoérios (Ferreira et al.,
2015). Além disso, apresentam um importante papel na lipdlise (Chen et al., 2020).
Neste contexto, as larvas de Cx. quinquefasciatus resistentes a toxina Bin de nosso
estudo apresentaram possiveis aspectos associados a alteragbes do metabolismo
de lipideos. O transcriptoma destas larvas também apresentou varios genes
diferencialmente expressos associados ao metabolismo de lipidios e carboidratos
(Rezende et al., 2019, 2024), assim como reservas energéticas alteradas de larvas e
adultos (Menezes et al., 2023). Porém, ainda ndo ha nenhuma investigacdo do
envolvimento das panteteinases no metabolismo de lipideos em insetos. Outro
envolvimento da panteteina se da no sistema imune de mosquito. Sabe-se que a
coenzima A (CoA), sintetizada a partir de panteteina e restaurada com pantotenato,
€ essencial para o desenvolvimento do Plasmodium em humanos e mosquitos (Hart
et al., 2016). O Plasmodium depende do pantotenato exdégeno para produzir CoA, e
a reducado de pantotenato em Anopheles stephensi foi associada a diminuicdo da
infeccdo (Simao-Gurge et al., 2021). Tais achados sugerem que as panteteinases
poderiam ter fungbes 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 mutacdes que pudessem ser responsaveis pela menor transcricao a
partir da investigacdo do polimorfismo das sequéncias das panteteinases em larvas
R e S. Mutagdes na sequéncia influenciam na transcricdo genética, como é
evidenciado no gene que codifica o receptor Cqm1. Larvas resistentes apresentam
uma mutacdo na sua sequéncia de alelos recessivos, que leva a formacdo de um
cédon de parada prematuro, influenciando na transcricdo deste gene (Chalegre et
al., 2015). Mutacbes nonsense também poderiam ser encontradas nos genes que
codificam as panteteinases, para isso, sdo necessarios novos estudos neste ambito.
Em sintese, nas col6nias avaliadas, foi possivel sugerir a potencial atuagdo da
panteteinase como marcador de resisténcia de Cx. quinquefasciatus a Bin. No
entanto, é fundamental destacar a importancia de realizar novos estudos para
compreender o seu papel fisiolégico e seu potencial envolvimento no modo de agéao

da toxina Bin, ou eventual mecanismo de co-selegcdo com o fendtipo de resisténcia.
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7 CONCLUSAO

- A panteteinase pode atuar como um novo gene marcador da resisténcia a Bin,
além do gene cqm1 nas linhagens estudadas, mas ainda faz-se necessario mais

estudos.

- O perfil de quantificacdo relativa de transcritos da panteteinase permitiu a
discriminagcdo de individuos suscetiveis e resistentes, enquanto ensaios de

imunodetecgao desta proteina ndo apresentou a mesma consisténcia.

- A menor abundancia de transcritos da panteteinase CP1J017593 em adultos sugere

gue uma menor importancia fisioldgica nesta fase.

- O perfil de quantificagédo relativa de transcritos do cqm? mostrou que o gene se

mantém sub expresso em larvas e adultos individuais.

- O uso de anticorpos policlonais anti peptideos da panteteinase teve sucesso e

demonstrou uma alta capacidade de reconhecimento da proteina.

- Uma analise comparativa de imunodetec¢cdo da panteteinase e da Cgm1 em
amostras de BBMF sugerem uma menor abundéncia ou estabilidade da

panteteinase.
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v

Abstract

Culex guinquefasciatus resistance to the binary (Bin) toxin, the major larvicidal component from Lysinibacilus
sphaericus, is associated with mutations in the cgm? gene, encoding the Bin-toxin receptor. Downregulation of the
cgm{ transcript was found in the transcriptome of larvae resistant to the L. sphaericus IAB59 strain, which produces
both the Bin toxin and a second binary toxin, Cry48Aa/Cry49Aa. Here, we investigated the transcription profiles of
two other mosquito colonies having Bin resistance only. These confirmed the cgm? downregulation and identified
transcripts encoding the enzyme pantetheinase as the most downregulated mRNAs in both resistant colonies.
Further quantification of these transcripts reinforced their strong downregulation in Bin-resistant larvae. Multiple
genas were found encoding this enzyme in Cx. guinguefssciatus and a recombinant pantetheinase was then
expressed in Escherichia coll and 5/ cells, with its presence assessed in the midgut brush border membrane of
susceptible larvae. The pantetheinase was expressed as a ~70 kDa protein, potentially membrane-bound, which
does not seem te be significantly targeted by glycosylation. This is the first pantetheinase characterization in
mosquitoes, and its remarkable downregulation might reflect features impacted by co-selection with the Bin-resistant
phenotype or potential reles in the Bin-toxin mode of action that deserve to be investigatad.

Keywords: transcriptome; RNA-seq; wvanin-like protein; receptor; Cgm1; pesticidal toxins; microbial
larvicides
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ANEXO B

Dados brutos

Tabela Suplementar 1. Avaliagdo da extracdo do RNA de larvas do quarto estadio (L4) das
colbnias suscetivel e resistente ao Lysinibacillus sphaericus utilizadas para as reacdes de
gRT-PCR.

Larvas L4
Coldnia suscetivel Coldnia resistente
Concentragdo Razado absorbancia Concentragdo Razao absorbéancia
ID ng/ul 280/260 ng/ul 280/260
1 226 1,75 198,5 1,72
2 2746 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
1 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 2347 1,84
21 97,4 1,79 148 1,71
22 102,7 1,72 203,2 1,79
23 228,3 1,85 2354 1,82
24 2412 1,87 2414 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 2289 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 padrdo 83,93 0,06 82,32 0,07

Fonte: produzida pelo autor.

Tabela Suplementar 2. Avaliagdo da extracdo do RNA de adultos fémeas com 2-5 dias de
muda das colbnias suscetivel e resistente ao Lysinibacillus sphaericus utilizadas para as
reacdes de gqRT-PCR.

Adultos

Coldnia suscetivel Coldnia resistente
ID Concentracido Razao absorbancia Concentragdo Razao absorbancia
Fémeas 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 2243 1,77 236,5 1,8
5 283,9 1,9 2479 1,84
6 297,1 1,84 280,9 1,88
7 1721 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 1271 1,85 140,6 1,78
15 1244 1,83
16 139 1,78
17 211,3 1,83
Média 231,45 1,84 220,60 1,8
Desvio padrao 67,27 0,06 47,84 0,03

Fonte: produzida pelo autor.
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Tabela Suplementar 3. Avaliagao da extragdo do RNA de adultos machos com 2-5 dias de
muda das colbnias suscetivel e resistente ao Lysinibacillus sphaericus utilizadas para as
reacdes de qRT-PCR.

Adultos

Coldnia suscetivel Coldnia resistente
ID Concentragdo Razao absorbéancia Concentragdo Razao absorbéncia
Machos ngl/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 2419 1,83
4 159,1 1,69 169,5 1,76
5 201,3 1,74 203,3 1,77
6 191 1,72 2717 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 2111 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 padrao 54,70 0,06 50,43 0,05

Fonte: produzida pelo autor.

Tabela Suplementar 4. Conjunto de dados dos ensaios de quantificacdo relativa por
RT-gPCR de transcricdo do gene da panteteinase CPIJ017593 em larvas (amostras
individuais) do quarto instar em Culex quinquefasciatus da colbnia resistente (R) em
comparagado com a coldnia suscetivel (S). Ct. Limiar de ciclo. ACt. Diferenga entre o Ct do
gene controle e do gene alvo. AACt. Diferenga entre o ACt das amostras e da amostra de

referéncia. Rg. Quantificagao relativa. DP. Desvio padrao. REF. Amostra de referéncia.

Suscetivel Resistente
N Ct18S CtPant ACt AACt Rq Ct18S CtPant ACt AACt Rq
REF 8,92 26,76 17,84 O 1 8,92 26,76 17,84 0 1

1 12,9 3049 1759 -0,256 1,19 10,99 30,24 19,25 1,41 0,38



2 11,5 30,01 18,51 0,67 0,63 11,54 31,08 19,54 1,7 0,31
3 932 28,06 18,74 091 0,53 12,72 31,84 19,12 1,28 0,41
4 8,39 24,09 157 -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 1586 -1,98 3,94 12,83 31,85 19,01 1,18 0,44
7 866 2595 17,29 -055 1,46 10,31 32,15 21,84 4 0,06
8 831 2592 1761 -023 1,17 9,96 31,27 21,34 3,47 0,09
9 13,62 27,8 14,28 -356 11,7 12,64 31,13 18,4 0,65 0,64
10 10,9 27,77 16,87 -097 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
13 921 2852 19,31 1,47 0,36 13,23 31,57 18,34 0,5 0,71
14 10,24 27,44 1721 -0,63 1,55 12,26 32,51 20,25 2,41 0,19
15 993 2481 14,87 -29 7,81 11,37 31,46 20,09 2,25 0,21
16 8,9 2391 1501 -2,83 7,12 10,94 32,67 21,73 3,89 0,07
17 995 2442 14,46 -3,38 104 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 20,32 249 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.
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Tabela Suplementar 5. Conjunto de dados dos ensaios RT-qPCR para a quantificacao

relativa da transcricdo da panteteinase CPIJ017593 em individuos adultos de Culex

quinquefasciatus da colbnia resistente (R) em comparagao com a coldnia suscetivel (S). CT.

Limiar de ciclo. ACt. Diferenca entre o Ct do gene controle e do gene alvo. AACt. Diferenca

entre o ACt das amostras e da amostra de referéncia. Rg. Quantificagao relativa. DP. Desvio

padrdo. REF. Amostra de referéncia. M. Machos. F. Fémeas.

Suscetivel Resistente

N CT18S CTPant ACt AACt Rq CT18S CtPant ACt AACt Rq
REF-F 15,02 2824 1322 0 1,00 15,02 2824 1322 0 1,00
M 16,89 32,6 15,71 2,49 0,18 M 1455 3369 19,14 592 0,02
M 14,26 33,98 19,73 6,51 0,01 M 1505 32118 17,13 3,91 0,07
M 16,14 30,95 14,81 159 0,33 M 12,75 31,13 18,38 5,16 0,03
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M 16,52 31,65 1513 1,91 0,27 M 14,01 29,93 15,92 2,7 0,15
M 16,33 3493 186 538 0,02 M 1554 31,95 16,41 3,19 0,11
M 16,71 31,08 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 13,63 0,31 0,81
M 16,01 31,19 1518 1,96 0,26 F 13,45 26,63 13,18 -0,04 1,03
F 13,67 2582 12,25 -0,97 1,96 F 12,61 26,16 13,65 0,33 0,8

F 12,89 2544 12,56 -0,67 1,6 F 13,86 27,81 13,95 0,73 0,6

F 12,97 3187 189 568 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 1517 28,65 13,48 0,26 0,84
F 14,68 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 139 28,03 14,13 091 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 1296 -0,26 1,2

F 14,08 2765 13,57 0,35 0,78

F 13,97 279 13,93 0,71 0,61

F 13,25 26,9 13,65 043 0,74

Media 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-gPCR para a quantificagéo

relativa da transcricdo da panteteinase CPIJ017593 em fémeas individuais de Culex

quinquefasciatus da colbnia resistente (R) em comparagao com a coldnia suscetivel (S). CT.

Limiar de ciclo. ACt. Diferenga entre o Ct do gene controle e do gene alvo. AACt. Diferenca

entre o ACt das amostras e da amostra de referéncia. Rg. Quantificagao relativa. DP. Desvio

padrao. REF. Amostra de referéncia.

Suscetivel Resistente

N CT18S CTPant ACt AACt Rq CT18S CtPant ACt AACt Rq
REF 15,02 28,24 1322 0 1 15,02 28,24 1322 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 18,9 568 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 13,55 033 0,8
5 14,08 26,82 12,74 -0,48 14 13,86 27,81 1395 0,73 0,6
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6 14,58 27,78 13,2 -0,02 1,01 14,561 27,31 12,8 -042 1,34
7 13,81 26,81 13 -0,22 1,16 13,97 26,62 12,65 -0,57 148
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 1296 -0,26 1,2 14,08 29,1 15,02 1.8 0,29
12 14,08 27,65 13,67 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 13,65 043 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-gPCR para a quantificagcao

relativa da transcricdo da panteteinase CPIJ017593 em machos individuais de Culex

quinquefasciatus da colbnia resistente (R) em comparagao com a coldnia suscetivel (S). CT.

Limiar de ciclo. ACt. Diferenca entre o Ct do gene controle e do gene alvo. AACt. Diferenca

entre o ACt das amostras e da amostra de referéncia. Rg. Quantificagao relativa. DP. Desvio

padrdo. REF. Amostra de referéncia.

Suscetivel Resistente

N CT18S CTPant ACt AACt Rq CT18S CtPant ACt AACt Rq
REF 16,1 32,33 16,23 0 1 16,1 32,33 1623 0 1

1 16,89 32,6 15,71 -0,52 1,43 14,55 33,69 19,14 291 0,13
2 14,26 3398 19,73 3,5 0,09 15,05 32,18 17,13 0,9 0,54
3 16,14 30,95 14,81 -142 2,68 12,75 31,13 18,38 2,15 0,23
4 16,52 3165 1513 -1 2,14 14,01 29,93 1592 -0,31 1,24
5 16,33 3493 186 2,37 0,19 15,54 31,95 16,41 0,18 0,88
6 16,71 31,03 14,32 -191 3,75 16,23 31,34 1511  -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 1518 -1,056 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 quantificacao
relativa da transcrigcdo do cqm1 CPIJ013173 em larvas individuais de Culex quinquefasciatus
do quarto instar da colbnia resistente (R) em comparagado com a colbnia suscetivel (S). CT.
Limiar de ciclo. ACt. Diferenga entre o Ct do gene controle e do gene alvo. AACt. Diferenga
entre o ACt das amostras e da amostra de referéncia. Rg. Quantificagao relativa. DP. Desvio

padrao. REF. Amostra de referéncia.

Suscetivel Resistente

N CT18S CT Cgm1 ACt AACt Rq CT18S CT Cqm1 ACt AACt Rq
REF 12,84 30,68 1784 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 22,09 425 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 quantificacdo
relativa da transcricdo do gene cqm1 CPIJ13173 em adultos individuais de Culex
quinquefasciatus da colbnia resistente (R) em comparag¢ao com a coldnia suscetivel (S). CT.
Limiar de ciclo. ACt. Diferenga entre o Ct do gene controle e do gene alvo. AACt. Diferenga
entre o ACt das amostras e da amostra de referéncia. Rg. Quantificagao relativa. DP. Desvio

padrao. REF. Amostra de referéncia. M. Machos. F. Fémeas.

Suscetivel Resistente
N CT18S CT Cqm1 ACt AACt Rq CT18S CtCgm1 ACt AACt 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 1,87 027 F 13,75 34,34 20,59 1,37 0,39
2-F 14,8 33,37 18,67 -065 157 F 14,06 36,45 22,39 3,17 0,11
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3-F 13,97 35,7 21,73 251 018 F 128 34,37 21,57 235 0,2
4-F 13,25 32,63 19,38 0,16 0,9 F 132 35,6 2241 319 0,11
5-F 14,04 33,93 19,89 0,67 063 F 13,63 349 21,37 2,15 0,23
6-F 14,02 35,76 21,74 252 017 F 12,41 34,83 22,42 3,2 0,11
7-F 13,95 34,67 20,72 1,5 035 F 1511 33,25 18,15 -1,08 2,11
8-F 13,6 32,07 18,47 -0,75 168 F 1474 339 19,17 -0,05 1,04
9-F 14,38 33,61 1923 0,01 099 M 16,26 35,14 18,88 -0,34 1,27
10-F 13,12 34,41 21,29 207 024 M 14,69 35,89 21,2 198 0,25
1-M 14,93 32,02 17,09 -213 438 M 1538 3544 20,06 0,84 0,56
12-M 14,51 34,04 19,63 0,31 081 M 14,67 34,97 20,3 1,08 0,47
13-M 15,74 32,46 16,72 -25 566 M 1434 36,08 21,74 2,52 0,17
14-M 15,64 33,34 17,7 -152 287 M 13,67 3596 22,29 3,07 0,12
15-M 1548 33,8 1832 -09 187 M 13,97 35,68 21,72 2,5 0,18
16-M 15,65 33,01 1736 -18 363 M 1592 379 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.



	 
	 
	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. 

