
FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ 

FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ 

CENTRO DE PESQUISAS AGGEU MAGALHÃES 

Mestrado em Saúde Pública 

DIAGNÓSTICO DA RESISTÊNCIA DO VETOR Culex 

quinquefasciatus AO BIOLARVICIDA Bacillus sphaericus 

RECIFE 
2008 

KARLOS DIOGO DE MELO CHALEGRE 



 
 
 
 
 

Livros Grátis 
 

http://www.livrosgratis.com.br 
 

Milhares de livros grátis para download. 
 



KARLOS DIOGO DE MELO CHALEGRE 

 

 

 

 

 

 

 

Diagnóstico da resistência do vetor Culex quinquefasciatus 

ao biolarvicida Bacillus sphaericus  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Orientadores: Dra. Maria Helena Neves Lobo Silva Filha 

  Dr. Osvaldo Pompílio de Melo Neto 

 

 
 

RECIFE 
2008 

Dissertação apresentada ao curso de 
Mestrado em Saúde Pública do Centro de 
Pesquisas Aggeu Magalhães, Fundação 
Oswaldo Cruz para a obtenção do grau de 
Mestre em Ciências. 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Catalogação na fonte: Biblioteca do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães 
 

 
C436d 

 
Chalegre, Karlos Diogo de Melo. 

Diagnóstico da resistência do vetor Culex quinquefasciatus ao 
biolarvicida Bacillus sphaericus / Karlos Diogo de Melo Chalegre. — 
Recife: K. D. M. Chalegre, 2008. 

108 f.: il. 
 
Dissertação (Mestrado em Saúde Pública) - Centro de Pesquisas 

Aggeu Magalhães, Fundação Oswaldo Cruz. 
Orientadora: Maria Helena Neves Lobo Silva Filha, Dr. Osvaldo 

Pompílio de Melo Neto. 
  
1. Controle Biológico de Vetores. 2. Toxinas Bacterianas. 3. 

Culex. 4. Receptores da Superfície Celular. 5. Resistência a 
Inseticidas. 6. Freqüência do Gene. I. Lobo, Maria Helena Neves. II. 
Melo Neto, Osvaldo Pompílio de. III. Título. 
 

CDU 614.449 
 

 
 
 

 

 



KARLOS DIOGO DE MELO CHALEGRE 

 

 

Diagnóstico da resistência do vetor Culex quinquefasciatus ao 

biolarvicida Bacillus sphaericus 

 

 

 

 

 

 

Aprovada em: 19/03/2008 

 

BANCA EXAMINADORA 
 
 

_____________________________________________ 
Dra. Maria Helena Neves Lobo Silva Filha 

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães/CPqAM 
(orientadora) 

 

_____________________________________________ 
Dr. Osvaldo Pompílio de Melo Neto 

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães/CPqAM 
(orientador) 

 
_____________________________________________ 

Dr. Valdir de Queiroz Balbino 
Universidade Federal de Pernambuco 

 
 

_____________________________________________ 
Dra. Nilma Cintra Leal 

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães/CPqAM 
 
 
 

 

Dissertação apresentada ao curso de 
Mestrado em Saúde Pública do Centro de 
Pesquisas Aggeu Magalhães, Fundação 
Oswaldo Cruz para a obtenção do grau de 
Mestre em Ciências. 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho a todos que contribuíram, direta  

ou indiretamente, para sua conclusão. 



AGRADECIMENTOS 

 

A Deus. 

A minha família, Karla, Kildaire, Klarissa, Lewiston, papai e em especial a minha 

mãe, companheira de longa jornada. 

À Dra. Maria Helena, por todos seus ensinamentos desde a iniciação científica, 

paciência em algumas ocasiões e por ter aceitado trabalhar comigo nestes dois anos. 

À MSc. Tatiany Romão que foi muito mais que apenas uma colega de laboratório e 

sim uma co-orientadora e amiga. 

Ao Dr. Osvaldo Pompílio e à Dra. Teresa Magalhães pelo auxílio e colaboração na 

análise das seqüências. 

À Dra. Cássia Docena do NPT/CPqAM pela sua contribuição na etapa do 

seqüenciamento de genes realizada neste estudo. 

Ao Dr. Eduardo Henrique pela contribuição para o estabelecimento do fluxograma de 

PCR alelo-específica. 

À mestranda Liliane Amorim pela contribuição na análise de Peixinhos, além de sua 

amizade. 

À equipe do Serviço de Referência em Culicídeos Vetores pela avaliação da 

susceptibilidade das populações, nas pessoas da Dra. Cláudia Fontes de Oliveira e pelas 

biólogas Rosineide de Arruda Barros e Daniela Anastácio Bandeira.  

Às equipes da FUNASA e CVA pelo apoio na coleta de material biológico no campo. 

A todos que fazem parte do Depto. de Entomologia, incluindo as equipes do 

laboratório e insetário, pela ajuda nos experimentos, atenção, risadas e pelo bom cafezinho 

com rosquinha de banana e canela. 

Aos meus amigos, tanto do Aggeu como do mundo afora, que me ajudaram muito a 

esquecer um pouco da ciência nos finais de semana, com sua companhia e amizade. 

Em especial a Danilo, Lili, Iêda, Lígia, Taty, Lisa, Emídio, Stro, Priscila, Thiers, 

Vladimir e Bruno.  

Ao CNPq e CAPES, além do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães pelo apoio 

financeiro para o desenvolvimento deste trabalho. 

  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“E ainda que tivesse o dom de profecia, e conhecesse 

todos os mistérios da ciência, e  ainda que tivesse toda a fé,  

sem amor, nada seria” 

ICo 13:2 



CHALEGRE, K. D. M. Diagnóstico da resistência do vetor Culex quinquefasciatus ao 
biolarvicida Bacillus sphaericus. 2008. Dissertação (Mestrado em Saúde Pública) – Centro 
de Pesquisas Aggeu Magalhães, Fundação Oswaldo Cruz, Recife, 2008.  

 
RESUMO 

 
A eficácia e seletividade do Bacillus sphaericus (Bsp) para larvas do vetor Culex 
quinquefasciatus é devida à ligação específica da toxina binária (Bin), principal proteína 
inseticida do Bsp, a um receptor presente no epitélio intestinal das larvas, a α-glicosidase 
Cqm1. Um mecanismo de resistência descrito para este culicídeo é devido a uma deleção de 
19 nucleotídeos (d19) no gene cqm1 (cqm1-d19) que, em homozigose, impede a expressão do 
receptor no epitélio. O objetivo deste trabalho foi determinar a freqüência do alelo cqm1-d19 
em populações naturais de Cx. quinquefasciatus, não tratadas e tratadas com o Bsp, além de 
avaliar polimorfismos no gene cqm1. Uma análise in vivo da susceptibilidade ao Bsp em 
larvas de Cx. quinquefasciatus mostrou que as populações não tratadas de Varadouro, 
Peixinhos e Fazenda Nova apresentaram valores de razão de resistência (RR) de 1,3 a 4,0 
vezes, enquanto que para a população tratada de Água Fria a RR variou de 2,7 a 8,6 vezes, em 
relação à população susceptível usada como controle. Os valores de RR inferiores a 10 
indicaram que não houve alteração significativa na susceptibilidade. Os alelos cqm1 e cqm1-
d19 foram identificados através de método diagnóstico de PCR utilizando primers que 
flanqueiam a d19 e as amostras das populações analisadas variaram entre 162 e 353 larvas. O 
alelo cqm1-d19 foi detectado pela primeira vez em populações naturais e sua freqüência em 
áreas não tratadas da Região Metropolitana do Recife (RMR) foi de 1,16 x 10-2 em Varadouro 
e de 7,8 x 10-3 em Peixinhos. Na população de Fazenda Nova, isolada geograficamente da 
RMR, o alelo não foi detectado. Em Água Fria, tratada com o Bsp desde 2003, as freqüências 
foram bem mais elevadas em relação às populações não tratadas: 6,94 e 5,55 x 10-2 após 13 e 
24 tratamentos, respectivamente. Em paralelo à detecção do alelo foi feita a avaliação da 
freqüência de expressão da α-glicosidase Cqm1, através de ensaios enzimáticos in gel, e os 
resultados corroboraram aqueles de freqüência alélica em todas as populações. A partir da 
análise de polimorfismos no gene cqm1 em 15 indivíduos de Água Fria, foram identificados 
13 alelos, baseados em 13 alterações na seqüência de aminoácidos, a maioria na região C-
terminal. Dentre os alelos identificados, dois ocorreram em maior freqüência e os demais 
foram variações destes principais. Os resultados deste estudo mostraram que a freqüência do 
alelo cqm1-d19 é alta em populações naturais, e mais elevada naquelas que estão sob pressão 
de seleção, além de demonstrarem que o gene cqm1 é altamente polimórfico. As abordagens 
moleculares utilizadas neste estudo são mais sensíveis que os bioensaios, visto que foi 
possível detectar indivíduos heterozigotos e homozigotos resistentes, e são adequadas para 
avaliar a susceptibilidade de populações de Cx. quinquefasciatus ao Bsp. Estes dados 
reforçam a adoção de medidas visando o uso sustentável do biolarvicida Bsp em programas 
de controle de vetores. 
 
Palavras-chave: Controle biológico de vetores, toxinas bacterianas, Culex, receptores da 
superfície celular, resistência a inseticidas, freqüência alélica.  
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ABSTRACT 

 
The effectiveness of the Bacillus sphaericus (Bsp) to Culex quinquefasciatus larvae is due to 
the specific binding of the binary toxin (Bin), its major insecticidal protein, to a membrane-
bound receptor in larvae midgut, the Cqm1 α-glucosidase. A resistance mechanism to the Bin 
toxin is based in a 19-nucleotide deletion (d19) in the cqm1 gene (cqm1-d19), which prevents 
the expression of the receptor in the epithelium and leads to larval refractoriness, when this 
allele is expressed in homozygosis. The aim of this work was to determine the cqm1-d19 
frequency in untreated and treated field populations of Culex quinquefasciatus, and to analyze 
the polymorphism of the cqm1 gene. The evaluation of larvae susceptibility to Bsp showed 
that the untreated populations of Varadouro, Peixinhos and Fazenda Nova exhibited resistance 
rations (RR) between 1.3 and 4-fold, while the treated population of Água Fria showed RR 
values between 2.7 and 8.6-fold, compared to a susceptible colony used as a control. RR 
values less than 10-fold indicated no significant alteration at the susceptibility. A diagnostic 
method of PCR, using primers flanking the d19, was applied to identify the cqm1 and cqm1-
d19 alleles in samples ranging from 162 to 353 larvae, from each population analyzed. The 
cqm1-d19 allele was detected for the first time in field populations and its frequency in the 
untreated populations of Varadouro and Peixinhos located in the metropolitan area of Recife, 
were 1,16 x 10-2 and 7,8 x 10-3, respectively. In Fazenda Nova, geographically isolated from 
Recife, this allele was not found. The cqm1-d19 frequencies in the treated population of Água 
Fria, 6,94 x 10-2 and 5,55 x 10-2 after 13 and 24 cycles of treatments respectively, were higher 
than those from the untreated areas. In gel α-glucosidase assays were performed to evaluate 
the Cqm1 expression, in parallel to the allele detection, and the results obtained were in 
agreement with the allelic frequency observed in all populations. Polymorphism analysis in 
the cqm1 gene in 15 individuals from Água Fria showed the occurrence of 13 alleles based on 
13 alterations of the amino acids sequence, most of them were located in the C-terminus. 
Among the alleles found, two occurred in higher frequency and the remaining alleles were 
variations from the major ones. The results showed that cqm1-d19 allele was present in a high 
frequency in field populations, especially in Água Fria which is under selection with Bsp, 
besides, this study also indicated that the cqm1 gene is very polymorphic. The molecular 
approaches described in this work are more sensitive compared to bioassays, since it was 
possible to detect heterozygote and resistant homozygote larvae, being suitable for monitoring 
resistance in Cx. quinquefasciatus populations. These data reinforce the adoption of strategies 
for the sustainable use of Bsp based larvicides in vector control programs. 
 
Key words: Pest biological control, bacterial toxins, Culex, cell surface receptors, insecticide 
resistance, allelic frequency. 
 
 
 
 

 

 

 



LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

 

Figura 1 – Ciclo biológico do Culex quinquefasciatus Após a postura dos ovos em 

forma de jangada, as larvas eclodem e passam por quatro estádios, com média de 

24 h cada, transformam-se em pupas, formas que não se alimentam e, após 48 h, 

ocorre a emergência do adulto. 

 

 

 

17 

Figura 2 – Visão longitudinal em micrografia eletrônica do Bacillus sphaericus, 

em fase de esporulação. 

 

22 

Figura 3 – Análise das α-glicosidases presentes em larvas de Culex 

quinquefasciatus sensíveis (S) e resistentes (R) ao Bacillus sphaericus. 

 

27 

Figura 4 – Populações de Culex quinquefasciatus utilizadas neste trabalho e as 

respectivas análises realizadas em relação ao monitoramento da susceptibilidade ao 

Bacillus sphaericus (Bsp). 

 

 

41 

Figura 5 – Fluxograma para realização das etapas do protocolo de PCR específica 

para detecção dos alelos cqm1 e cqm1-d19. 

 

45 

Figura 6 – Representação esquemática de gene cqm1 com a localização dos seis 

primers internos (setas 1-6) utilizados para o seqüenciamento deste gene. 

 

50 

Quadro 1 – Seqüências dos primers internos utilizados para o sequenciamento do 

gene cqm1. 

 

50 

Figura 7 – Separação eletroforética dos fragmentos amplificados por PCR a partir 

do gene cqm1 de Culex quinquefasciatus, em gel de agarose a 2,5%. 

 

55 

Figura 8 – Detecção de α-glicosidases (EC 3.2.1.20) em homogenados individuais 

de larvas de Culex quinquefasciatus. 

 

56 

Figura 9 – Seqüências de fragmentos amplificados por PCR específica a partir dos 

alelos cqm1 e cqm1-d19 de larvas de Culex quinquefasciatus da população de 

Água Fria. 

 

 

62 

Figura 10 – Alinhamento da seqüência de aminoácidos do receptor Cqm1 da 

toxina binária do Bacillus sphaericus em larvas de Culex quinquefasciatus com 

seqüências de maltases ortólogas. 

 

 

64 

Quadro 2 – Análise dos resíduos polimórficos identificados ao longo da seqüência 

de 580 aminoácidos do receptor Cqm1 da toxina binária do Bacillus sphaericus a 

partir do estudo de 15 larvas de Culex quinquefasciatus da área de Água Fria. 

 

 

66 

 



LISTA DE TABELAS 

 

 

Tabela 1 – Colônias de Culex sp. selecionadas sob condições de laboratório (Lab) 

ou populações de campo expostas ao tratamento com o Bacillus sphaericus... 

 

31 

Tabela 2 – Estimativas de freqüências de alelos de resistência (r) às toxinas do 

biolarvicida Bacillus thuringiensis (Bt) em diferentes espécies de insetos... 

 

36 

Tabela 3 – Atividade do Bacillus sphaericus 2362 (pó padrão SPH88) para larvas 

jovens de 4° estádio de Culex quinquefasciatus de uma colônia de laboratório... 

 

53 

Tabela 4 – Detecção dos alelos cqm1 e cqm1-d19, através de PCR específica, e 

avaliação da expressão do receptor Cqm1 em larvas de Culex quinquefasciatus... 

 

59 

Tabela 5 – Detecção dos alelos cqm1 e cqm1-d19, através de PCR específica e 

avaliação da expressão do receptor Cqm1 em larvas de Culex quinquefasciatus... 

 

59 

Tabela 6 – Freqüências genotípicas observadas (O) e esperadas (E) para os alelos 

cqm1 e cqm1-d19 em amostras de larvas de populações de Culex... 

 

60 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
 

 

Bin – Toxina binária do Bsp 

Bsp – Bacillus sphaericus 

Bt – Bacillus thuringiensis 

Bti  – Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis 

cDNA – DNA complementar ao mRNA 

CL 50 e CL90 – Concentrações letais de inseticidas para 50 e 90% dos insetos expostos 

CPqAM  – Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães 

CqRL1/2362 – Colônia de laboratório de Culex quinquefasciatus resistente ao Bsp 2362 

CqSF – Colônia de laboratório de Culex quinquefasciatus susceptível ao Bsp 2362 

CVA  – Centro de Vigilância Ambiental 

DDT – Dicloro Difenil Tricloroetano 

DNA – Ácido desoxirribonucléico 

dNTP – desoxirribonucleotídeos trifosfato 

EC – Código da enzima dado pela Enzyme Commission 

FIOCRUZ  – Fundação Osvaldo Cruz 

FUNASA – Fundação Nacional de Saúde 

GPI – Glicosil-fosfatidilinositol 

MIV  – Manejo Integrado de Vetores 

pb – pares de base 

PBS – Solução salina tamponada com fosfato 

PCR – Reação em cadeia da polimerase 

PM – Peso molecular 

RMR  – Região Metropolitana do Recife 

RNA – Ácido ribonucléico 

RR – Razão de Resistência 

SDS–PAGE – Dodecil sulfato de sódio-Eletroforese em gel de poliacrilamida  

UV – Ultravioleta 

VNO – Vírus do Oeste do Nilo 

 

 

 



SUMÁRIO 
 
 
1 CARACTERIZAÇÃO DO PROBLEMA 13 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 16 

2.1 Culex quinquefasciatus 16 

2.1.1 Biologia e ecologia 16 

2.1.2 Importância na saúde pública 18 

2.2 Controle de insetos vetores 19 

2.3 Manejo Integrado de Vetores 20 

2.4 Bactérias entomopatógenas 21 

2.5 Bacillus sphaericus 21 

2.5.1 Toxinas inseticidas 23 

2.5.2 Modo de ação da toxina Bin 25 

2.5.3 Receptor da toxina Bin 26 

2.6 Resistência à toxina Bin 27 

2.6.1 Mecanismos e base molecular 28 

2.6.2 Manejo da resistência 29 

2.7 Freqüência de alelos r que conferem resistência 32 

2.7.1 Resistência a inseticidas químicos 32 

2.7.2 Resistência às toxinas do Bacillus thuringiensis 33 

3 JUSTIFICATIVA  37 

4 PERGUNTA CONDUTORA 38 

5 HIPÓTESE 39 

6 OBJETIVOS 40 

6.1 Objetivo geral 40 

6.2 Objetivos específicos 40 

7 MATERIAL E MÉTODOS 41 

7.1 Amostras de Culex quinquefasciatus 42 

7.1.1 Colônias de laboratório 42 

7.1.2 Populações naturais 43 

7.2 Bioensaios 44 

7.3 PCR específica para detecção dos alelos cqm1 e cqm1-d19 44 

7.3.1 Extração do DNA de larvas 45 



7.3.2 Reação de PCR 46 

7.3.3 Detecção do alelo cqm1-d19 em populações naturais 47 

7.4 Ensaios de αααα-glicosidase in gel para detecção do receptor Cqm1 48 

7.5 Seqüenciamento do gene cqm1 49 

7.5.1 Purificação dos produtos de PCR e clonagem do gene 49 

7.5.2 Seqüenciamento e análise do gene  49 

8 RESULTADOS 51 

8.1 Avaliação da susceptibilidade in vivo das populações 51 

8.2 Ferramentas moleculares para avaliação da susceptibilidade ao Bsp 54 

8.2.1 Detecção dos alelos cqm1 e cqm1-d19  54 

8.2.2 Avaliação da expressão da α-glicosidase Cqm1  55 

8.3 Freqüência do alelo cqm1-d19 e da expressão do receptor Cqm1 em populações 

naturais 

 

56 

8.3.1 Populações de campo não tratadas 56 

8.3.2 População tratada de Água Fria 57 

8.3.3 Identidade dos fragmentos amplificados por PCR 61 

8.4 Análise do polimorfismo do gene cqm1 63 

9 DISCUSSÃO 67 

10 CONCLUSÕES 75 

REFERÊNCIAS 76 

APÊNDICES 87 

Apêndice A – Artigo 1 87 

Apêndice B – Artigo 2 100 

Apêndice C – Participação em cursos, congressos e resumos publicados 108 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 



Diagnóstico da resistência do vetor Culex...                                             Chalegre, K. D. M.  
 

13 
 

1 CARACTERIZAÇÃO DO PROBLEMA 

 

 

 Algumas espécies dos gêneros Anopheles, Aedes, Culex e Mansonia podem ser 

importantes vetores de patógenos humanos responsáveis por enfermidades como malária, 

febre amarela, encefalite, dengue e filariose. Estas doenças atingem um número significativo 

de pessoas em diversos países da Ásia, África e Américas. O Culex quinquefasciatus é 

responsável pela transmissão da Wuchereria bancrofti, agente etiológico da filariose 

Bancroftiana no Brasil, além de ser um potencial vetor para o Vírus do Oeste do Nilo (VNO), 

que já causou várias epidemias nos Estados Unidos e, recentemente, foi encontrado na 

Colômbia e Argentina. É importante ressaltar que há uma grande dificuldade do controle 

populacional destes mosquitos devido a suas características biológicas como curto ciclo de 

vida, alta capacidade reprodutiva e de adaptação ao ambiente. 

 O controle de mosquitos através do uso de inseticidas químicos tem apresentado 

problemas devido ao seu modo de ação não específico, além da possibilidade de rápida 

seleção de resistência de insetos a estes compostos. Por estas razões, a procura por agentes 

mais seletivos aumentou e, com isso, a adoção de métodos de controle biológico cresceu. 

Dentre os organismos de controle biológico, as bactérias entomopatógenas do gênero Bacillus 

como o Bacillus sphaericus e o B. thuringiensis sorovar. israelensis vêm sendo produzidas 

comercialmente e empregadas há mais de duas décadas. Estas bactérias são altamente 

seletivas para espécies de culicídeos e simulídeos. O B. sphaericus é particularmente eficiente 

para o controle de larvas de Cx. quinquefasciatus e produtos comerciais à base desta bactéria 

estão disponíveis no Brasil. O principal fator tóxico do B. sphaericus para larvas de Cx. 

quinquefasciatus é a toxina binária (Bin) contida em um cristal protéico produzido durante a 

fase de esporulação da bactéria. Após a ingestão deste cristal pelas larvas, ocorre a sua 

solubilização em pH intestinal alcalino e a protoxina liberada no lúmen é clivada por serina-

proteases para atingir a forma de toxina ativa. A toxina Bin ativa interage com receptores 

específicos presentes na membrana apical das células do epitélio intestinal das larvas, 

principalmente nas regiões do ceco gástrico e intestino posterior. O receptor para a toxina Bin 

em Cx. pipiens e Cx. quinquefasciatus, denominado Cpm1 e Cqm1, respectivamente, é uma 

α-glicosidase de 60 kDa, ligada à membrana apical do epitélio intestinal através de uma 

âncora do tipo glicosil-fosfatidilinositol (GPI). 

 A seleção de resistência em populações de Cx. quinquefasciatus é uma desvantagem 

com relação ao uso do B. sphaericus e ocorre pois a ação deste biolarvicida depende da 
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interação de apenas uma toxina com um único sítio alvo que é o receptor Cqm1. Colônias 

mantidas em laboratório ou populações de campo, sob forte pressão de seleção, podem atingir 

altos níveis de resistência. A maior parte das populações estudadas quanto ao mecanismo de 

resistência, apresenta uma falha na etapa de ligação da toxina Bin ao receptor devido à 

ausência do Cqm1 no epitélio intestinal, ou à presença desta proteína sob uma forma alterada 

não funcional. Quatro alelos de resistência (r) do gene que codifica o receptor Cqm1 ou Cpm1 

foram identificados em três colônias de Culex, uma de campo e duas de laboratório, que 

tiveram a base molecular da resistência estudada. Larvas da colônia CqRL1/2362, uma das 

colônias de referência analisadas neste trabalho, apresentam uma deleção de 19 nucleotídeos 

no gene cqm1 (alelo cqm1-d19), que gera um códon de parada prematuro para a tradução e 

leva à síntese de uma proteína desprovida da âncora GPI, portanto, sem capacidade de 

interação com a toxina Bin.  

Um dos fatores determinantes no processo da seleção de resistência é a freqüência 

inicial dos alelos r e o seu modo de herança em populações naturais expostas ao tratamento 

com biolarvicidas. Muitos estudos vêm sendo desenvolvidos em relação à freqüência inicial 

destes alelos em populações de campo de espécies lepidópteros expostas a tratamentos com o 

biolarvicida B. thuringiensis (Bt) ou às plantas geneticamente modificadas que expressam 

toxinas do Bt. A maioria dos resultados de freqüência alélica é estimada através de ensaios de 

susceptibilidade in vivo de progênies obtidas a partir de insetos coletados no campo. Visto que 

são escassos os estudos de caracterização de alelos r para agentes de controle biológico, é 

essencial um maior conhecimento da resistência e de suas bases moleculares para se obter 

resultados mais consistentes, a partir de métodos de detecção direta destes alelos. 

A caracterização de um alelo de resistência ao B. sphaericus (cqm1-d19) em larvas de 

Cx. quinquefasciatus na colônia CqRL1/2362, mantida no insetário do Departamento de 

Entomologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, abriu novas perspectivas para o 

desenvolvimento de uma ferramenta molecular para a avaliação da freqüência deste alelo em 

populações naturais submetidas ou não ao tratamento com o biolarvicida. 

A Região Metropolitana do Recife possui áreas endêmicas para a filariose e o controle 

do vetor Cx. quinquefasciatus, dentro do programa de erradicação da doença, vem sendo 

conduzido há alguns anos pela Secretaria de Saúde da cidade. Em virtude do risco de seleção 

de resistência que pode ocorrer em populações tratadas com o B. sphaericus, o 

desenvolvimento de ferramentas para detectar alelos r já caracterizados, como o cqm1-d19, é 

importante para determinar a sua freqüência em populações de vetores sujeitas à exposição a 

este biolarvicida. A detecção desta freqüência em populações naturais não tratadas é 
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necessária para avaliar comparativamente, com populações sob tratamento, o risco de seleção 

de resistência além de estabelecer, pela primeira vez, uma ferramenta molecular para a 

detecção de um alelo de resistência em larvas de culicídeos a biolarvicidas por PCR. A 

investigação de polimorfismos do gene cqm1, através da análise de seqüências, outro aspecto 

analisado neste trabalho, é fundamental para o conhecimento de bases moleculares que 

possam estar relacionadas ao mecanismo de resistência. O monitoramento da susceptibilidade 

para a avaliação do risco de seleção de resistência, através de métodos tradicionais e 

ferramentas moleculares, é importante para estabelecer estratégias para o controle de vetores e 

manejo da resistência.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

2.1 Culex quinquefasciatus 

 

 

 O Culex quinquefasciatus Say, 1823 é um inseto da ordem Diptera, pertencente à 

família Culicidae, também conhecido como muriçoca ou pernilongo. Esta espécie apresenta 

distribuição cosmopolita, sobretudo nas regiões tropicais e subtropicais do mundo. É um 

mosquito amplamente encontrado no Brasil, devido às características climáticas, além de 

fatores como o crescimento populacional desordenado e a falta de saneamento básico que 

afetam a maioria das áreas urbanas do país (CONSOLI, 1994). 

 

 

2.1.1 Biologia e ecologia 

 

 

O Cx. quinquefasciatus tem um ciclo biológico curto, compreendendo as seguintes 

fases: ovo, quatro estádios larvais, pupa e adulto (Figura 1). Os adultos têm hábito noturno e 

endofílico, as fêmeas são hematófagas e necessitam fazer o repasto sanguíneo para realizar a 

postura dos ovos. Estes mosquitos atacam uma grande variedade de animais, sobretudo o 

homem, pois são antropofílicos. Cerca de 48 h após o repasto sanguíneo, as fêmeas depositam 

seus ovos agrupados em forma de “jangadas” na lâmina d’água, que eclodirão dando origem 

às larvas do 1º estádio (L1), entre 24 e 48 h após a oviposição. As larvas L1 sofrem mudas 

sucessivas e passam por mais três estádios (L2, L3 e L4), cada um com duração média de 24 h, 

até atingir a fase de pupa. É importante ressaltar que as larvas são filtradoras e se alimentam 

ativamente de matéria orgânica disponível no ambiente aquático. As pupas têm forma de 

vírgula e ficam paradas junto à superfície da água, embora apresentem mobilidade nesta fase. 

Esta etapa do desenvolvimento tem duração entre 24 e 48 h e os indivíduos não se alimentam 

neste período. Após a fase de pupa, ocorre a emergência dos adultos dando início à fase alada. 

Os adultos passam por um período de repouso para a esclerotinização da cutícula e, em 

seguida, realizam a cópula e a busca por alimento. A longevidade dos adultos é de um a dois 

meses, período em que a fêmea pode realizar entre 4 e 5 oviposições. 
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Seus criadouros preferenciais são depósitos artificiais com águas estagnadas e ricas em 

matéria orgânica, sobretudo dejetos animais e humanos. As fêmeas põem seus ovos, 

preferencialmente, em fossas e valas. No entanto, outros criadouros podem ser colonizados, 

tais como bebedouros de animais, poços e caixas d’água (CONSOLI, 1994). É comum 

observar a abundância de larvas em um único criadouro, pois sabe-se que as fêmeas produzem 

um feromônio de oviposição, depositado no pólo apical dos ovos, que atrai outras fêmeas para 

fazerem a oviposição em criadouros já colonizados. Quando em alta concentração, este 

feromônio tem efeito repelente, que poderia ser percebido pela fêmea como um local não 

apropriado para oviposição com possível competição por recursos (BARBOSA et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 1 - Ciclo biológico do Culex quinquefasciatus. Após a postura dos ovos em forma de jangada, 
as larvas eclodem e passam por quatro estádios, com média de 24 h cada, transformam-se em pupas, 
formas que não se alimentam e, após 48 h, ocorre a emergência do adulto. 
Fonte: Barbosa (2007). 
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2.1.2 Importância na saúde pública 

 

 

Espécies dos gêneros Culex, Aedes, Anopheles e Mansonia podem ser importantes 

vetores de patógenos causadores de doenças como a filariose linfática, malária, dengue, febre 

amarela e outras arboviroses, que atingem um número significativo de pessoas em países da 

Ásia, África e Américas. O Cx. quinquefasciatus é o principal vetor do nemátodo Wuchereria 

bancrofti, causador da filariose linfática no Brasil. Esta parasitose tem grande importância na 

saúde pública, pois é endêmica em várias regiões tropicais e, estima-se que há mais de 1,3 

bilhão de pessoas, aproximadamente 19% da população mundial, vivendo em áreas sob o 

risco de contrair a infecção em 83 países e territórios e, cerca de 120 milhões de indivíduos 

parasitados (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2006). Destes, 90% são portadores 

da W. bancrofti e 10% de espécies de filárias de menor ocorrência.  

Os vermes adultos de W. bancrofti alojam-se nos linfonodos e vasos linfáticos do 

indivíduo infectado, e as microfilárias (formas embrionárias) são encontradas no sangue 

periférico, possuindo uma periodicidade noturna com um pico entre 23:00 e 01:00 h. Este 

pico coincide com o horário preferencial de hematofagia do Cx. quinquefasciatus, na maioria 

das regiões endêmicas. As fêmeas ingerem as microfilárias no momento do repasto 

sanguíneo, e estas migram do tubo digestivo para as glândulas salivares, onde atingem o 

estádio larval infectante (larvas L3). O quadro clínico da filariose pode ser assintomático, 

agudo ou crônico. As manifestações agudas podem ser linfangite, linfadenite, febre e mal-

estar e as crônicas podem ser linfedema, hidrocele, quilúria e elefantíase, podendo esta última, 

ser agravada por infecções bacterianas ou fúngicas (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE 

SAÚDE, 2006). 

No Brasil, em um levantamento realizado na década de 50, foram encontrados casos 

autóctones da doença em 11 cidades brasileiras (ROCHA; FONTES, 1998). Hoje, após uma 

campanha de profilaxia com base no tratamento do doente e controle do vetor, a parasitose 

apresenta distribuição urbana e focal, sendo detectada no grande Recife (PE) e Maceió (AL). 

No Recife, os índices de prevalência variam entre as microregiões de 0,6% até 14,9%, sendo a 

média da cidade de 6,5% (MACIEL et al., 1996). Dados estimados em diferentes localidades 

de vários países, indicam que o número de picadas infectivas requerido para produzir um caso 

de microfilaremia é elevada e varia de 269 (em Machui, Tanzânia) a 67.568 (em Koro, Guji) 

(SOUTHGATE, 1992). A manutenção da transmissão em uma área é, consequentemente, um 
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indicador de péssima qualidade ambiental, devido à alta densidade populacional do vetor 

aliada à ausência de medidas de proteção individual (REGIS et al., 1996). 

A transmissão de outros patógenos causadores de arboviroses também pode ser 

atribuída ao Culex, destacando-se o Vírus do Oeste do Nilo (VNO). A febre do Nilo foi 

originada na África, e as aves são os hospedeiros e reservatórios naturais. A doença pode 

acometer o homem, o cavalo e outras espécies. Pode causar desde febre, dor de cabeça e 

mialgias até encefalite severa e meningite. Desde 1999 ocorrem epidemias da doença nos 

EUA e, até o presente momento, já foram registrados mais de 19 mil casos de infectados com 

mais de 750 óbitos (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2006). 

Recentemente, o vírus passou a circular no Caribe e já foi isolado na Colômbia e em cavalos 

mortos na Argentina (BERROCAL et al., 2006; MORALES et al., 2006). O Brasil tem um 

plano de vigilância para detectar a introdução do VNO no país, visto que o Cx. 

quinquefasciatus, potencial vetor, é abundante, além de um contingente considerável de aves 

migratórias que ocorre no país ser originário de rotas das Américas e de países vizinhos, onde 

ocorre a circulação do vírus (LUNA et al., 2003). 

Além de seu papel como vetor de agentes etiológicos causadores de doenças ao 

homem o Cx. quinquefasciatus causa problemas secundários de saúde em inúmeras áreas 

urbanizadas do Brasil, pois gera um forte incômodo, causado pelas picadas, sons emitidos e 

alergias contribuindo para a diminuição da qualidade de vida da população.  

 

 

2.2 Controle de insetos vetores 

 

 

A descoberta de substâncias de síntese química com poder inseticida possibilitou 

grandes avanços no controle destes insetos, a partir do início da década de 40, quando o 

composto Dicloro Difenil Tricloroetano (DDT) foi descoberto. Os métodos de controle até 

então empregados, como o uso de componentes inorgânicos e extratos vegetais, foram 

rapidamente substituídos devido à rápida ação e eficiência do DDT. Atualmente, inseticidas 

químicos, das classes dos organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretróides têm 

sido utilizados em várias regiões do mundo para o controle de mosquitos. 

Os principais problemas relacionados ao uso dos inseticidas químicos são a seleção de 

insetos resistentes e o seu modo de ação não específico que afeta os organismos não alvo. A 

não seletividade destes inseticidas, visto que eles eliminam tanto os insetos nocivos como 
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seus predadores naturais, provoca efeitos diretos no equilíbrio destas populações. Além disso, 

a presença de resíduos de inseticidas nos alimentos e problemas ambientais decorridos da 

persistência dos produtos no solo e na água, bem como sua acumulação na cadeia alimentar 

foram identificados. O DDT, da classe dos organoclorados que apresenta alta toxicidade e 

persiste na cadeia alimentar, foi amplamente utilizado no Brasil, mas devido a todos os fatores 

adversos decorrentes do seu uso, teve sua aplicação proibida em vários países. Outro aspecto 

que tem provocado sérias limitações ao uso dos inseticidas químicos é a seleção de resistência 

observada entre populações de insetos. No início da década de 80, já havia o registro de 84 

espécies de culicídeos resistentes, e o fator agravante é que muitas espécies apresentavam 

resistência simultânea ou cruzada a vários inseticidas químicos de diferentes categorias 

(GEORGHIOU; LAGUNES-TEJEDA, 1991). A resistência ocorre devido ao uso 

indiscriminado dos inseticidas, sendo recomendado a racionalização do seu emprego, 

sobretudo devido ao fato que a maioria dos compostos disponíveis possui um modo de ação 

não seletivo, facilitando assim, a seleção de indivíduos resistentes nas populações tratadas. 

Devido ao impacto negativo do uso dos inseticidas químicos ao meio ambiente e à saúde 

humana, cresceu a busca por novas estratégias ambientalmente seguras para o controle de 

insetos. 

 

 

2.3 Manejo Integrado de Vetores  

 

 

O conceito do Manejo Integrado de Vetores (MIV) surgiu como resultado de uma 

mudança de paradigma após o uso intensivo de inseticidas químicos nas décadas de 1940-60. 

Em outras palavras, o MIV é definido como uma combinação racional de diversos métodos de 

controle disponíveis objetivando manter a população de vetores em níveis aceitáveis e da 

maneira mais efetiva, econômica e segura, incluindo componentes biológicos, químicos, 

físicos e ambientais, visando interferir o mínimo possível no ecossistema. No MIV, várias 

ações são empregadas na tentativa de englobar todas as causas do problema. No âmbito do 

controle de mosquitos, estas ações podem incluir a melhoria da rede de esgoto e distribuição 

de água, eliminação física de criadouros, uso de barreiras físicas nas habitações, medidas de 

proteção individual, uso de larvicidas específicos em criadouros que não podem ser 

eliminados, além da conscientização e participação da comunidade. Dentre estas ações, o uso 
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de biolarvicidas apresenta vantagens, como a especificidade para o inseto alvo e segurança 

para o meio ambiente.  

 

2.4 Bactérias entomopatógenas 

 

 

Os agentes de controle biológico podem ser predadores, patógenos, parasitas, 

competidores ou toxinas produzidas por microrganismos. Diversos organismos têm sido 

investigados como agentes potenciais para o controle de dípteros, tais como fungos, bactérias, 

protozoários e nematóides. Do ponto de vista aplicado, as bactérias do gênero Bacillus são 

consideradas os agentes mais promissores devido à eficácia de suas toxinas, facilidade de 

produção em larga escala, de armazenamento, transporte e aplicação.  

Duas espécies de bactérias entomopatógenas se destacam no controle biológico dos 

insetos vetores, o Bacillus sphaericus (Bsp) e o B. thuringiensis sorovar. israelensis (Bti). 

Estes microrganismos estão sendo comercializados há mais de uma década pois produzem 

proteínas inseticidas que, ao serem ingeridas, são letais para as larvas dos mosquitos devido a 

sua ação no trato digestivo. O Bti tem atividade decrescente para os gêneros Aedes, Simulium, 

Culex e Mansonia. Já o Bsp, tem uma especificidade maior para espécies dos gêneros Culex e 

Anopheles e menor para os gêneros Aedes e Mansonia. Ae. aegypti, espécie de grande 

importância na transmissão do vírus da dengue, é altamente susceptível ao Bti, porém é 

refratária ao Bsp. Por outro lado, o Bsp apresenta uma grande vantagem em relação ao Bti, 

que é a ótima persistência em criadouros ricos em matéria orgânica, típicos de larvas de 

Culex, além de seus esporos sofrerem reciclagem nos cadáveres das larvas, o que pode 

ampliar seu período de persistência nos criadouros (NICOLAS; DARRIET; HOUGARD, 

1987; SKOVMAND; BAUDUIN, 1997). 

 

 

2.5 Bacillus sphaericus 

 

 

O Bsp merece destaque como agente de controle de larvas de Cx. quinquefasciatus. 

Descoberto por Neide (1904), é uma bactéria Gram-positiva, saprófita e esporulante, 

geralmente encontrado em solos e ambientes aquáticos. Durante a fase de esporulação são 



Diagnóstico da resistência do vetor Culex...                                             Chalegre, K. D. M.  
 

22 
 

produzidos esporos arredondados, localizados na região terminal em um esporângio em forma 

de raquete, além de inclusões ou cristais protéicos (Figura 2).  

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 2 - Visão longitudinal em micrografia eletrônica do Bacillus sphaericus, em fase de 
esporulação.  
Nota: E, esporo; C, cristal protéico.  
Fonte: Kalfon et al. (1984), modificado. 
 
 

 

A primeira cepa do Bsp com atividade larvicida foi isolada por Kellen et al. (1965), 

mas não recebeu muita atenção devido a sua baixa toxicidade. Singer (1973) isolou diversas 

cepas, dentre elas a SSII-1, com uma toxicidade relevante a ponto de incentivar os estudos 

nesta área. Outras cepas com alta atividade larvicida, foram isoladas, como a 1593 da 

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

2362 da Nigéria (WEISER, 1984) e C3-41 da China (ZHANG et al., 1987). Estas são as 

principais cepas que têm sido utilizadas para a produção industrial de bioinseticidas à base do 

Bsp. A denominação de cada cepa é dada de acordo com a sua origem geográfica e a sua 

classificação pode ser feita por vários métodos, sendo a técnica de aglutinação flagelar que 

determina os sorotipos, a mais utilizada. As cepas mais ativas estão classificadas segundo os 

seguintes sorotipos: H5a5b, que inclui as cepas 1593, 2362, 2317, 1691 e C3-41; H25, onde 

se encontra a cepa 2297 e o H6, no qual se inclui a IAB59 (CHARLES; NIELSEN-LEROUX; 

DELÉCLUSE, 1996; DE BARJAC et al., 1985). 

O Bsp é particularmente tóxico para larvas de Cx. quinquefasciatus e produtos 

comerciais à base desta bactéria estão disponíveis, inclusive no Brasil. A eficácia do uso do 

Bsp para o controle de vetores já foi comprovada em vários países (ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DE SAÚDE, 1993; THIÉRY et al., 1996). Uma das experiências mais 

representativas da viabilidade operacional do Bsp foi realizada no Brasil, onde este agente foi 

empregado para o controle de Cx. quinquefasciatus em bairros do Recife, endêmicos para a 

filariose e que apresentavam uma alta densidade populacional do vetor (REGIS et al., 1995; 

SILVA-FILHA et al., 2001). Atualmente, o Programa de Controle da Filariose vem sendo 

C E 
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conduzido pela Prefeitura da Cidade do Recife, devido à existência de áreas endêmicas na 

cidade. Neste programa, foi estabelecido um subprograma para o controle do vetor, através de 

medidas integradas, e uma delas é o tratamento de criadouros de Culex com larvicidas à base 

do Bsp. O programa teve início em duas áreas endêmicas, Água Fria e Alto Santa Terezinha, 

com cerca de 15.000 habitantes cada, em março de 2003. No momento, as ações estão sendo 

ampliadas para outros bairros da cidade (SILVA-FILHA et al., 2008). 

 

 

2.5.1 Toxinas inseticidas 

 

 

O Bsp apresenta duas classes de toxinas inseticidas, a toxina Bin e as toxinas Mtx, que 

são sintetizadas em fases distintas do desenvolvimento da bactéria. Três tipos de toxinas Mtx 

foram identificados: A Mtx1 (100 kDa), Mtx2 (31,8 kDa) e Mtx3 (35,8 kDa). A Mtx1, 

considerada uma protoxina, é processada por proteinases intestinais em fragmentos menores 

de 27 e 70 kDa (THANABALU et al., 1993). Esta toxina foi identificada a partir da clonagem 

da cepa SSII-1, e é expressa durante a fase vegetativa de crescimento (THANABALU et al., 

1991). Partridge e Berry (2002) observaram que a Mtx1 é a primeira toxina do Bsp ativa para 

uma espécie de díptero da família Chironomidae, o Chironomus riparus. Outro dado 

importante deste estudo foi a detecção de atividade larvicida da Mtx1 contra Ae. aegypti, 

diferentemente da toxina Bin. Pelo fato de serem produzidas durante a fase vegetativa, as 

toxinas Mtx são degradadas por proteases e quase não contribuem para a toxicidade final de 

culturas esporuladas do Bsp (CHARLES et al., 1996). No entanto, quando expressas de forma 

recombinante em Escherichia coli, as toxinas Mtx1 e Mtx2 possuem alta atividade larvicida 

para culicídeos (WEI; CAI; YUAN, 2006; WIRTH et al., 2007). 

Vários estudos mostraram que a alta atividade inseticida é observada, exclusivamente, 

naquelas cepas do Bsp produtoras de cristal durante a fase de esporulação. Por esta razão, 

apesar das toxinas Mtx terem um importante potencial larvicida, observa-se que a atividade 

inseticida de culturas esporuladas do Bsp é devida ao cristal que contém a toxina Bin, visto 

que as toxinas Mtx sofrem intensa degradação durante o crescimento bacteriano. Quando 

ingerido pelas larvas, o cristal é solubilizado em pH intestinal alcalino liberando a protoxina 

Bin que é clivada por serina-proteases, para atingir a forma de toxina ativa (BAUMANN et 

al., 1985; DAVIDSON et al., 1987; BROADWELL; BAUMANN, 1987). A protoxina é 

formada por dois polipeptídeos de 42 e 51 kDa (BAUMANN; BROADWELL; BAUMANN, 
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1988), denominados BinA e BinB, respectivamente. Estes polipeptídeos são produzidos de 

forma equimolar e, após a ativação proteolítica, são clivados em fragmentos de 39 e 43 kDa, 

respectivamente.  

Os componentes BinA e BinB agem em sinergia e, por esta razão, ela é considerada 

uma toxina binária (Bin) (NICOLAS et al., 1993). Experimentos para determinar a atividade 

in vivo dos dois componentes obtidos isoladamente através de cepas recombinantes, 

mostraram que BinA individualmente é tóxico para larvas de Cx. pipiens, embora seja 

requerido em altas concentrações, enquanto BinB isolado não é tóxico (NICOLAS et al., 

1993). Posteriormente, estudos in vitro mostraram que o componente BinB é responsável por 

reconhecer e se ligar a receptores específicos presentes na membrana apical do epitélio 

intestinal das larvas, enquanto BinA não tem capacidade de ligação e sua função está 

relacionada à toxicidade (CHARLES et al., 1997). Com base na avaliação das seqüências do 

gene da toxina Bin (btx) em diversas cepas do Bsp, quatro tipos de toxina foram classificados 

e divididos em duas linhagens, segundo algumas diferenças observadas entre as seqüências de 

aminoácidos (PRIEST et al., 1997). Uma linhagem que contém os tipos Bin1 e Bin2, mais 

tóxicos para larvas de Anopheles e Culex, inclui cepas como a IAB59, 2362 e 1593. A 

segunda linhagem inclui os tipos Bin3 e Bin4, das cepas 2297 e LP1-G, respectivamente. A 

cepa LP1-G que contém o tipo Bin4 é a única que apresenta baixa toxicidade dentre as cepas 

produtoras de toxina Bin. Quando comparadas as seqüências de aminoácidos dos quatro tipos 

de toxina Bin, a Bin4 possui seis diferenças e uma delas ocorre no resíduo 93 que é uma 

serina, enquanto uma leucina está presente nos outros três tipos (PRIEST et al., 1997). Yuan 

et al. (2001) mostraram que esta alteração da Bin4 é responsável pela diminuição da 

toxicidade da cepa LP1-G e sugerem que essa posição deve ser um elemento chave na 

formação do complexo BinA-BinB responsável pela toxicidade do Bsp. 

Recentemente, foi descoberto que o Bsp cepa IAB59 produz duas outras toxinas até 

então desconhecidas. Os estudos desta cepa foram motivados pelo fato de larvas de Cx. 

quinquefasciatus resistentes às cepas do Bsp 2362 e C3-41, que produzem apenas a toxina 

Bin, são susceptíveis à cepa IAB59, indicando que esta cepa deveria produzir outro fator 

tóxico além da toxina Bin (PEI et al., 2002). Foram identificadas duas toxinas da família Cry 

na cepa IAB59, a Cry48Aa e Cry49Aa de 135 e 53 kDa, respectivamente, que agem em 

sinergia (JONES et al., 2007). A presença destas duas toxinas pode explicar porque esta cepa 

supera a resistência voltada para esta toxina. As toxinas Cry48Aa e Cry49Aa apresentam alta 

toxicidade para Cx. quinquefasciatus quando administradas de forma purificada e em 

concentração equimolar. Porém, a contribuição destes fatores para a toxicidade da cepa 
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IAB59 nativa não é evidente devido ao baixo nível de acumulação da Cry48Aa no Bsp, que 

impede a proporção de 1:1 requerida para a ação destas toxinas (JONES et al., 2007). O modo 

de ação destas duas toxinas é único, pois uma nova interação parece ser requerida entre a 

subunidade Cry48Aa, que é uma toxina Cry de três domínios, que diferentemente das outras 

toxinas Cry desta família necessita de uma proteína acessória que é a Cry49Aa, que possui 

homologia com a toxina Bin do Bsp (JONES et al., 2007).  

 

 

2.5.2 Modo de ação da toxina Bin 

 

 

O Bsp apresenta um espectro de ação restrito para larvas de mosquitos (LACEY et al., 

1988, DAVIDSON; YOUSTEN, 1990; GROVES; MEISCH, 1996). Espécies do complexo 

Culex, como Cx. quinquefasciatus e Cx. pipiens, são as mais sensíveis. As etapas iniciais do 

modo de ação, tais como a necessidade de ingestão do cristal, aliado a um pH intestinal 

alcalino (≈10) e à proteólise enzimática são, sem dúvida, aspectos seletivos da toxicidade do 

Bsp. Porém, a etapa determinante do modo de ação da toxina Bin é o reconhecimento e 

ligação a receptores específicos presentes na superfície das microvilosidades intestinais. A 

presença dos receptores já foi demonstrada em larvas de Cx pipiens, Cx. quinquefasciatus 

Anopheles gambiae e An. stephensi, através de ensaios de ligação in vitro entre a toxina 

radiomarcada e microvilosidades intestinais (NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992; 

SILVA-FILHA et al., 1995, 1997). Larvas de Ae. aegypti são capazes de processar o cristal, 

no entanto são refratárias ao Bsp, pois não possuem receptores específicos para a toxina Bin 

no epitélio intestinal (NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992). É importante ressaltar que a 

atividade in vivo do Bsp é diretamente correlacionada com a afinidade de ligação observada 

entre a toxina Bin e o receptor (SILVA-FILHA et al., 1997). Ainda não foram elucidadas as 

etapas que sucedem a ligação da toxina ao receptor, porém a partir de 15 minutos após a 

ingestão do cristal protéico, podem ser observadas alterações nas células epiteliais do intestino 

das larvas, como destruição das microvilosidades, vacuolização citoplasmática, 

intumescimento das mitocôndrias e alterações do retículo endoplasmático rugoso, com 

subseqüente morte das mesmas (CHARLES, 1987; DE MELO et al., 2008; SINGH; GILL, 

1988). Estudos recentes mostraram que a toxina Bin, especificamente o componente BinA 

teria capacidade de formar poros em sistema de membrana artificial como lipossomas 

(SCHWARTZ et al., 2001). Também foi possível registrar a imunolocalização da toxina Bin 
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no interior das células epiteliais de larvas de Culex tratadas com uma dose letal, sugerindo 

uma possível internalização da toxina (SILVA-FILHA; PEIXOTO, 2003). 

 

2.5.3 Receptor da toxina Bin 

 

 

O receptor da toxina Bin presente no mesêntero de Cx. pipiens e Cx. quinquefasciatus, 

principais espécies-alvo do Bsp, foi caracterizado e é uma α-glicosidase (EC 3.2.1.20) de 60 

kDa, com 580 aminoácidos, ligada à membrana apical do epitélio intestinal, através de uma 

âncora do tipo glicosil-fosfatidilinositol (GPI) (DARBOUX et al., 2001; PAUCHET et al., 

2005; ROMÃO et al., 2006; SILVA-FILHA et al., 1999). O receptor nestas espécies citadas 

acima foram denominados Cpm1 e Cqm1, em referência à “Cx. pipiens ou Cx. 

quinquefasciatus, maltase 1”, respectivamente. O gene que codifica o receptor nestas espécies 

possui aproximadamente 1870 nucleotídeos. A seqüência completa do gene cqm1, obtida de 

uma colônia de C. quinquefasciatus sensível ao Bsp, inclui uma região 5’ não traduzida de 32 

pares de bases (pb), uma região codificante de 1743 pb, um primeiro íntron de 50 pb e outro 

que foi previsto mas não identificado. Além disso, o gene apresenta uma região 3’ não 

traduzida com tamanho variando entre 54 e 76 pb, o que pode estar associado à presença de 

dois sítios de poliadenilação. A seqüência completa do gene cqm1 está disponível no 

GenBank sob o número de acesso DQ333335 (ROMÃO et al., 2006).A distribuição dos 

receptores no mesêntero é regional e ocorre principalmente no ceco gástrico e o intestino 

posterior na maioria das espécies de Culex susceptíveis (CHARLES et al., 1996). As 

seqüências do cDNA de cpm1 e cqm1 possuem 1871 e 1851 pares de base, respectivamente, 

com uma região codificante de 1743 pb, e estão depositadas no GeneBank sob os números de 

acesso AF222024 e DQ333335 (DARBOUX et al., 2001; ROMÃO et al., 2006). A seqüência 

de aminoácidos do receptor Cqm1 compartilha uma identidade de 97% em relação ao Cpm1 e 

de 78%, 70% e 65% com maltases ortólogas de An. gambiaȩ Ae. aegypti e Drosophila 

melanogaster, respectivamente (ROMÃO et al., 2006). Recentemente, uma proteína ortóloga 

aos receptores Cpm1 e Cqm1 foi encontrada em An. gambiae e denominada Agm3. A 

seqüência de aminoácidos do Agm3 apresenta alta homologia com as seqüências do Cqm1 e 

Cpm1, principalmente na região N-terminal, onde possivelmente está localizado o sítio de 

ligação à toxina Bin (OPOTA et al., 2008; ROMÃO et al., 2006). O reconhecimento e a 

ligação da toxina Bin ao receptor são considerados etapas chave na ação do Bsp em larvas de 

mosquitos (NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992; NIELSEN-LEROUX et al., 1995).  
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O perfil de α-glicosidases um extrato total de larvas de Cx. quinquefasciatus 

susceptíveis, detectado através de um ensaio enzimático in gel, é composto por cinco bandas 

de clivagem correspondentes às proteínas com atividade α-glicosidase (Figura 3, S). Larvas 

da colônia CqRL1/2362, cuja resistência consiste na ausência da α-glicosidase Cqm1 no 

microvilli intestinal, diferem em apenas uma banda, correspondente ao receptor Cqm1 (Figura 

3, R) (ROMÃO et al., 2006). Outros dados relativos à resistência, devido à ausência do 

receptor Cqm1 no epitélio intestinal de larvas, são descritos no item 2.6. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 3 - Perfil das α-glicosidases presentes em larvas de Culex quinquefasciatus sensíveis (S) e 
resistentes (R) ao Bacillus sphaericus.  
Nota: A: Ensaios in gel de α-glicosidases foram realizados com amostras de extrato total de larvas de 
S e R. B: Imunodetecção das amostras mostradas em A com anticorpo anti α-glicosidase Cqm1. 
Setas indicam o receptor Cqm1. Peso molecular em kDa à direita.  
Fonte: Romão et al. (2006), modificado. 

 

 

2.6 Resistência à toxina Bin 

 

 

Populações de larvas de Culex podem apresentar resistência ao Bsp após serem 

submetidas à forte pressão de seleção, sob condições de laboratório (AMORIM et al., 2007; 

GEORGHIOU et al., 1992; PEI et al., 2002; RODCHAROEN; MULLA, 1994; WIRTH et al., 

2000) ou de campo (MULLA et al., 2003; RAO et al., 1995; SILVA-FILHA et al., 1995; 

SINÈGRE et al., 1994; YUAN; ZHANG; LIU, 2000) (Tabela 1). Estes resultados apontam 

para a necessidade de racionalizar o uso do Bsp, a fim de evitar a seleção de populações 

resistentes.  

A primeira população resistente obtida sob condições de laboratório, GEO, foi 

submetida à forte pressão de seleção e atingiu um nível de resistência da ordem de 100.000 

vezes, em relação à colônia susceptível (GEORGHIOU et al., 1992; WIRTH et al., 2000). Em 

A B 

S S R R 
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outro estudo realizado em laboratório, foram selecionadas duas colônias de Cx. 

quinquefasciatus, no Brasil e na China, que atingiram um alto nível de resistência (>100.000) 

(PEI et al., 2002). Também foi demonstrado que é possível selecionar a resistência ao Bsp 

cepa IAB59, sob condições de laboratório, embora esta seleção tenha ocorrido de forma mais 

lenta em relação ao Bsp 2362, o nível de resistência chegou a mais de 40.000 vezes 

(AMORIM et al., 2007). Em campo, já foram detectadas populações com níveis de resistência 

variáveis na França (CHEVILLON et al., 2001; SINÈGRE et al., 1994), Índia (RAO et al., 

1995), China (YUAN et al., 2000), Tunísia (NIELSEN-LEROUX et al., 2002) e na Tailândia 

(MULLA et al., 2003). O processo de seleção da resistência em populações de campo é 

modulado por diversos fatores que incluem o background genético da população, tal como a 

freqüência inicial de alelos r, bem como fatores ecológicos e ambientais.  

 

 

2.6.1 Mecanismos e base molecular da resistência 

 

 

A investigação de algumas populações mostrou que o mecanismo de resistência 

detectado com maior freqüência está relacionado a uma falha na etapa de ligação da toxina 

Bin aos receptores (Tabela 1), destacando o papel desta molécula no modo de ação do Bsp 

(NIELSEN-LEROUX et al., 1995, 1997; OLIVEIRA et al., 2004). Possivelmente existem 

outros fatores envolvidos, pois já foram detectadas populações altamente resistentes ao Bsp, 

tais como a SPHAE e a TUNIS (Tabela 1), que possuem receptores funcionais no epitélio, 

porém estes mecanismos ainda não foram elucidados (NIELSEN-LEROUX et al., 1995, 1997, 

2002).  

A base molecular da resistência foi estudada em duas colônias selecionadas sob 

condições de laboratório, GEO (EUA) e CqRL1/2362 (Brasil), e em uma população natural 

denominada BP (França). As três colônias são altamente resistentes ao Bsp e exibem um 

mecanismo de falha de ligação da toxina ao receptor (DARBOUX et al., 2007; NIELSEN-

LEROUX et al., 1995, 2002; OLIVEIRA et al., 2004; PEI et al., 2002; WIRTH et al., 2000). 

No caso da colônia GEO de Cx. pipiens, uma transição, adenina/timina, na posição 1706 do 

gene cpm1 (alelo cpm1GEO) gera um códon de terminação de tradução prematuro levando à 

produção de uma proteína de 568 aminoácidos secretada no lúmen intestinal e desprovida de 

âncora GPI (DARBOUX et al., 2002). Por esta razão, não há receptores ligados ao epitélio 

intestinal e, consequentemente, a toxina Bin não apresenta ação inseticida.  
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Na colônia CqRL1/2362 de Cx. quinquefasciatus, o gene cqm1 apresentou uma 

deleção de 19 nucleotídeos (d19) na posição 1257-1275 (alelo cqm1-d19), que causa uma 

mudança na fase de leitura, gerando um códon de terminação de tradução prematuro 

(ROMÃO et al., 2006). Neste caso, a exemplo da colônia GEO, a proteína produzida seria 

solúvel, impedindo a ação da toxina Bin pois não há receptores disponíveis no epitélio. Não 

foi possível detectar a proteína truncada de 452 aminoácidos que seria codificada pelo alelo 

cqm1-d19 a partir de ensaios de imunodetecção, indicando que esta proteína possivelmente 

não é expressa nas larvas da colônia CqRL1/2362.  

No caso da colônia BP da França, ocorrem dois eventos no gene cpm1 que levam à 

resistência ao Bsp em larvas de Cx. pipiens. Os dois alelos foram denominados cpm1BP e 

cpm1BP–del. O alelo cpm1BP possui uma mutação sem sentido (Gln396Stop) que leva à 

formação de um códon de terminação prematuro, tal como ocorre nas colônias GEO e 

CqRL1/2362, ocasionando a síntese de uma proteína truncada com 395 aminoácidos, sem a 

âncora GPI. O outro alelo r identificado foi o cpm1BP–del, originado por uma inserção de um 

elemento transponível ou transposon no éxon 2. Esta inserção leva a um novo evento no 

processamento do RNA mensageiro, e uma deleção de 198 pb ocorre no éxon 2. Esta deleção 

não muda a fase de leitura e, se o RNAm fosse traduzido, seria produzida uma proteína de 514 

aminoácidos e ligada ao epitélio intestinal, pois reteria a seqüência da âncora GPI na porção 

C-terminal. Entretanto, por razões desconhecidas, a proteína codificada por este alelo é 

incapaz de se ligar à toxina Bin, e uma das possibilidades é que a deleção de 198 pb afete o 

sítio de ligação do receptor ou cause mudanças na conformação da molécula (DARBOUX et 

al., 2007). 

 

 

2.6.2 Manejo da resistência 

 

 

A maioria das estratégias de manejo tem sido desenvolvida a partir de modelos que 

assumem que a freqüência inicial de alelos r em uma dada população é baixa e a herança 

desta característica é recessiva, como ocorre em larvas de Culex resistentes ao Bsp 

(AMORIM et al., 2007; NIELSEN-LEROUX et al., 1997, 2002; OLIVEIRA et al., 2004; 

WIRTH et al., 2000). Nielsen-LeRoux et al. (2001) demonstraram que ocorre resistência 

cruzada entre várias cepas do Bsp de alta toxicidade (2362, 1593 e C3-41), pois estas cepas 

produzem unicamente a toxina Bin como fator tóxico (AQUINO-DE-MURO; PRIEST, 1994; 
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PRIEST et al., 1997). As pequenas diferenças na seqüência de aminoácidos das toxinas Bin 

do Bsp das cepas acima não são importantes na estrutura e função do complexo toxina-

receptor e, consequentemente, da atividade larvicida. No entanto, larvas altamente resistentes 

às cepas 2362, 1593 e C3-41 do Bsp apresentaram susceptibilidade à cepa IAB59, pois esta 

cepa possui um outro fator tóxico, além da toxina Bin, as toxinas Cry48Aa e Cry49Aa que são 

capazes de eliminar os indivíduos resistentes (JONES et al., 2007; NIELSEN-LEROUX et al., 

2001; PEI et al., 2002).  

No caso de ocorrer a seleção de resistência em uma população exposta ao biolarvicida, 

é possível interromper e reverter este processo através da introdução de um novo agente de 

controle em sistema de rotação, com modo de ação distinto do Bsp, como o Bti com a 

capacidade de eliminar os indivíduos resistentes (MULLA et al., 2003; SILVA-FILHA; 

REGIS, 1997). Também se admite, devido à herança recessiva do alelo r, que indivíduos 

resistentes homozigotos podem acasalar com susceptíveis homozigotos, presentes na 

população, devido a refúgios não tratados ou provenientes de migração, dando origem a 

heterozigotos que podem ser eliminados pela ação do Bsp ou outro agente de controle. Além 

da rotação de agentes com princípios inseticidas diferentes, outra estratégia utilizada para 

evitar a seleção da resistência ao Bsp é o uso de misturas do Bsp e Bti, que reduziria o risco 

de seleção por ser um conjunto mais complexo de toxinas inseticidas (MULLA et al., 2003). 

A avaliação do sucesso dessas estratégias dependerá do monitoramento da resistência ao 

longo dos programas de controle de vetores. Este monitoramento pode ser realizado a partir 

de ensaios de susceptibilidade in vivo, ensaios bioquímicos para avaliar a expressão de 

moléculas alvo de inseticidas e análise da freqüência de alelos de resistência antes e durante o 

tratamento. É importante ressaltar que o ensaio de susceptibilidade in vivo de larvas, método 

mais utilizado, não fornece informações seguras quanto à seleção de resistência em estágios 

iniciais, pois falham em detectar indivíduos heterozigotos para os alelos r. Por estas razões, 

medidas de monitoramento baseadas no estudo da freqüência de alelos r, a partir de 

ferramentas moleculares, são mais informativas quanto ao estado real de susceptibilidade de 

uma população.  



Diagnóstico da resistência do vetor Culex...                                             Chalegre, K. D. M.  
 

31

Tabela 1 – Colônias de Culex sp. selecionadas sob condições de laboratório (Lab) ou populações de campo expostas ao tratamento com o Bacillus 
sphaericus que apresentaram alterações na susceptibilidade a este agente. 

Colônia ou 

população 
País Origem 

Razão de 

resistência3 

Ligação 

toxina-receptor 
Alelo r 

Forma de 

herança4 
Referência 

GEO1 EUA Lab >100.000 Não cpm1GEO R/A Nielsen-LeRoux et al. (1995) 

CqRL1/23622 Brasil Lab >100.000 Não cqm1-d19 R/A Oliveira et al. (2004) 

CqRL2/IAB592 Brasil Lab ≈40.000 Não cqm1-d19  R/A Amorim et al. (2007) 

RLCq1/C3-411 China Lab >100.000 Não ND R/A Oliveira et al. (2004) 

Kochi1 Índia Campo ≈150 ND ND ND Rao et al. (1995) 

Coque1 Brasil Campo ≈10 Sim ND ND Silva-Filha et al. (1995) 

SPHAE2 França Campo >20.000 Sim ND R/S Nielsen-LeRoux et al. (1997) 

RFCq11 China Campo >20.000 ND ND ND Yuan et al. (2000) 

TUNIS2 Tunísia Campo ≈750 Sim ND R/S Nielsen-LeRoux et al. (2002) 

BP2 França Campo >5.000 Não 
cpm1BP 

cpm1BP-del 
R/S Nielsen-LeRoux et al. (2002) 

Wat Pikul1 Tailândia Campo >125.000 ND ND ND Mulla et al. (2003) 
1Cx. quinquefasciatus. 
2Cx. pipiens.  
3Razão entre a concentração letal do B. sphaericus para 50% (LC50) das larvas em 48h da colônia avaliada e a LC50 observada para uma colônia susceptível usada como referência 
no estudo. 
4R/A: Recessiva autossômica; R/S: Recessiva ligada ao sexo.  
ND: não determinado. 
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2.7 Freqüência de alelos r que conferem resistência 

 

 

A caracterização do mecanismo de resistência e de suas bases genéticas é fundamental 

para o desenvolvimento de ferramentas moleculares para detectar e monitorar genes 

associados à resistência. Sabe-se que um dos fatores determinantes para a evolução do 

processo de seleção é a freqüência inicial dos alelos que conferem a resistência em 

populações naturais, bem como seu modo de herança. 

 

 

2.7.1 Resistência a inseticidas químicos 

 

 

Ferramentas moleculares têm sido desenvolvidas e aplicadas para o monitoramento da 

resistência de espécies de insetos como o hemíptero Myzus persicae, Cx. quinquefasciatus e 

An. gambiae aos piretróides e ao DDT (ANSTEAD et al., 2004; STUMP et al., 2004; XU et 

al., 2006). A resistência nestes insetos pode ser ocasionada por uma redução na sensibilidade 

do sítio alvo destas moléculas, a proteína do canal de sódio no sistema nervoso. Este 

mecanismo, denominado “knockdown resistance” (kdr), foi identificado primeiramente no 

díptero Musca domestica e ocorre por uma substituição de uma leucina por uma fenilalanina 

Leu1014Fen (kdr), ou de uma metionina para uma treonina Met918Thr (super-kdr), devido às 

mutações no gene do canal de sódio (WILLIAMSON et al., 1996). A Met918Thr ocorre 

unicamente em insetos que já possuem a Leu1014Fen, e aumenta consideravelmente seu nível 

de resistência e, por este motivo, o fenótipo é denominado super-kdr (JAMROZ et al., 1998; 

WILLIAMSON et al., 1996). A partir da caracterização destas e de outras mutações em 

moléculas alvo de inseticidas químicos em várias espécies, é possível desenvolver testes 

diagnósticos através de PCR alelo-específica para avaliar o status de resistência e freqüência 

alélica em populações destes insetos.  
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2.7.2 Resistência às toxinas do Bacillus thuringiensis 

 

 

Partindo para o campo dos biolarvicidas microbianos, estimar a freqüência inicial dos 

genes de resistência a proteínas inseticidas tem sido uma tarefa mais complicada. Alguns 

aspectos como o uso de bioensaios de susceptibilidade, que são falhos em determinar alelos r 

em uma freqüência muito baixa, bem como o escasso conhecimento na caracterização destes 

alelos, impedem uma avaliação mais acurada da resistência. No entanto, alguns métodos 

foram aplicados na determinação da freqüência do alelo r em espécies de insetos-praga 

coletadas antes ou após o plantio de cultivares transgênicas que expressam toxinas Cry do 

entomopatógeno B. thuringiensis (Bt) (GÉNISSEL et al., 2003; GOULD et al., 1997; 

TABASHNIK et al., 2000; WENES et al., 2006). O método mais utilizado para avaliar esta 

freqüência, denominado “F2 screen”, foi proposto por Andow e Alstad (1998). O estudo da 

freqüência do alelo r é feito a partir de uma estimativa e, se for considerado por exemplo que 

a freqüência inicial de um indivíduo resistente é de 10-4, a avaliação de 103 a 104 indivíduos 

teria uma probabilidade de 95% de detectar um ou mais indivíduos resistentes. O método “F2 

screen” consiste em (1) coletar fêmeas de campo acasaladas; (2) manter a progênie F1 de cada 

fêmea separada e acasalar os adultos desta progênie entre si; (3) coletar os ovos obtidos dos 

acasalamentos da F1 de cada linhagem e submeter os neonatos da geração F2 à avaliação da 

susceptibilidade; (4) fazer inferências quanto à freqüência do alelo r a partir da análise 

estatística dos dados obtidos. Entretanto, é difícil estimar a freqüência de alelos de resistência 

recessivos a partir de bioensaios que só detectam homozigotos resistentes, pois sua freqüência 

é proporcional ao quadrado da freqüência do alelo r, ou seja, se esta freqüência for muito 

baixa, a amostra de indivíduos a ser analisada será muito grande.  

Gould et al. (1997) realizaram uma avaliação para estimar a freqüência do alelo r em 

populações de campo do lepidóptero praga do algodão Heliothis virescens, conhecido como 

lagarta-das-maçãs, em áreas onde o algodão Bt não havia sido comercializado. Após os 

bioensaios de 1.025 larvas da geração F2, concluíram que 3 foram heterozigotos para o 

principal alelo de resistência e a freqüência na população foi de 1,5 x 10-3. Em populações de 

campo de Pectinophora gossypiella, outro lepidóptero praga do algodão, coletadas no estado 

americano do Arizona, foi estimada uma freqüência bastante elevada de 0,16 para o alelo r no 

ano de 1997 e, nos anos de 1998 e 1999, essa freqüência caiu para 7 x 10-3 e 0, 

respectivamente. Devido à plantação do algodão Bt ocorrer em grande escala no Arizona 
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desde 1995, esperava-se um aumento desta freqüência ocasionado por uma possível pressão 

de seleção, porém isto não foi detectado (TABASHNIK et al., 2000).  

Um estudo realizado em populações de outro lepidóptero praga, a broca do colmo de 

milho, Ostrinia nubilalis, coletadas na França e nos Estados Unidos demonstrou que a 

freqüência do alelo r foi inferior a 9,2 e 4,23 x 10-4, respectivamente (BOURGUET et al., 

2003). Estes dados diferem das altas freqüências iniciais encontradas para H. virescens 

(GOULD et al., 1997) e P. gossypiella (TABASHNIK et al., 2000), levando à conclusão que 

estes alelos são raros naquelas áreas onde O. nubilalis é a principal praga do milho 

(BOURGUET et al., 2003).  

Génissel et al. (2003) estimaram a freqüência do alelo r em Chrysomela tremulae, um 

coleóptero praga do álamo (Populus deltoides, P. trichocarpa e P. nigra) árvore das florestas 

boreais, em áreas da França. Transgênicos Bt desta árvore têm sido produzidos, mas ainda não 

foram utilizados na agricultura francesa. Este estudo avaliou a freqüência nas populações de 

insetos de campo, de 1999 a 2001, antes de seu contato com a toxina Cry3A produzida pelo 

álamo Bt. As freqüências obtidas foram de 1,7 x 10-2 em 1999, e 6,6 e 3,6 x 10-3 em 2000 e 

2001, respectivamente. Quando as amostras foram agrupadas, a estimativa global da 

freqüência do alelo r para esta população foi de 3,7 x 10-3. Em outra amostra de insetos 

coletados a 500 km do local da população anterior, a freqüência inicial do alelo r foi estimada 

em 1,13 x 10-2, estatisticamente similar àquela encontrada na população analisada por 

Génissel et al. (2003) (WENES et al., 2006). Outro estudo, realizado com o lepidóptero 

Sesamia nonagrioides, praga do milho, apontou que freqüência de alelos de resistência à 

toxina Cry1Ab, em populações da Espanha e Grécia, foi de 8,6 x 10-3 e 9,7 x 10-3, 

respectivamente (ANDREADIS et al., 2007). 

Todos os trabalhos realizados anteriormente foram baseados no uso da técnica de F2 

screen, ou seja, na avaliação da susceptibilidade in vivo da progênie de insetos coletados em 

campo para detecção de homozigotos e a estimativa de heterozigotos. Até o momento, apenas 

dois trabalhos relataram o uso de uma ferramenta molecular para avaliar a freqüência de um 

alelo de resistência a um biolarvicida em populações naturais. Tabashnik et al. (2006) 

analisaram por PCR alelo-específica mais de 5.500 larvas de P. gossypiella coletadas de 

campos de algodão nos Estados Unidos e não detectaram nenhum dos três alelos de 

resistência já caracterizados para a toxina Cry1Ac, e a freqüência estimada foi de 3,0 x 10-4. 

Gahan et al. (2007), também através de uma abordagem baseada na PCR, investigaram H. 

virescens, para a presença de um alelo que codifica a caderina, receptor para a toxina Cry1A, 

que apresenta a inserção de um retrotransposon associado à resistência. Após os testes de PCR 
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em uma amostra de 7.000 indivíduos, o alelo de resistência não foi detectado e a freqüência 

estimada foi de 7,0 x 10-5. 

Os dados sobre as freqüências dos alelos de resistência a toxinas do Bt descritos nesta 

seção, além de outros encontrados na literatura foram reunidos na Tabela 2. Como pode ser 

observado, a predição de que a freqüência de alelos r seria maior em populações sob pressão 

de seleção, em relação àquelas que não foram expostas ao agente de controle, bem como que 

alelos de resistência são raros, têm que ser reexaminados. 
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Tabela 2 – Estimativas de freqüências de alelos de resistência (r) às toxinas do biolarvicida Bacillus thuringiensis (Bt) em diferentes espécies de insetos 
pragas, realizadas através de análise de F2 screen ou por PCR alelo-específica.  

Inseto Cultivar Bt  País Método Freqüência do alelo r Referência 

Heliothis virescens Algodão EUA F2 screen 1,5 x 10-3 Gould et al. (1997) 

Pectinophora gossypiella Algodão EUA F2 screen 0,16; 0,07 e 0 Tabashnik et al. (2000) 

Scirpophaga incertulas Arroz Filipinas F2 screen 3,6 x 10-3 Bentur et al. (2000) 

Ostrinia nubilalis Milho EUA F2 screen 3,9 x 10-3 Andow et al. (2000) 

Helicoverpa zea Algodão EUA F2 screen 3,9 e 4,3 x 10-4 Burd et al. (2003) 

O. nubilalis Milho França F2 screen < 9,2 x 10-4 Bourguet et al. (2003) 

O. nubilalis Milho EUA F2 screen 4,23 x 10-4 Bourguet et al. (2003) 

Chrysomela tremulae Álamo França F2 screen 3,7 x 10-3 Génissel et al. (2003) 

C. tremulae Álamo França F2 screen 1,13 x 10-2 Wenes et al. (2006) 

Sesamia nonagrioides Milho Espanha F2 screen 8,6 x 10-3 Andreadis et al. (2007) 

S. nonagrioides Milho Grécia F2 screen 9,7 x 10-3 Andreadis et al. (2007) 

P. gossypiella Algodão EUA PCR 3,0 x 10-4 Tabashnik et al. (2006) 

H. virescens Algodão EUA PCR 7,0 x 10-5 Gahan et al. (2007) 
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3 JUSTIFICATIVA 

  

 

O Bsp tem uma importância fundamental no âmbito do controle de vetores, pois está 

sendo atualmente utilizado no Programa de Controle do Cx. quinquefasciatus em áreas 

endêmicas da filariose na cidade do Recife, além de outras áreas no país. Em virtude da 

possibilidade de seleção da resistência em populações naturais tratadas com este biolarvicida, 

o desenvolvimento de ferramentas para detectar alelos de resistência já caracterizados, como o 

cqm1-d19, é importante para determinar a sua freqüência através do monitoramento de 

populações de vetores antes e durante o tratamento. Além disso, a investigação de possíveis 

polimorfismos na seqüência do gene cqm1 é fundamental para o conhecimento de bases 

moleculares da resistência. O monitoramento da susceptibilidade e avaliação do risco de 

seleção de resistência, através de métodos tradicionais e ferramentas moleculares, são avanços 

importantes para estabelecer estratégias adequadas para o controle de vetores.  
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4 PERGUNTA CONDUTORA 

 

 

 Qual é a freqüência inicial do alelo cqm1-d19, que confere a resistência de Cx. 

quinquefasciatus ao biolarvicida B. sphaericus, em populações naturais não tratadas e tratadas 

com este agente? 
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5 HIPÓTESE 

 

 

 O alelo cqm1-d19, responsável pela resistência do Cx. quinquefasciatus ao 

biolarvicida B. sphaericus, identificado em uma colônia selecionada sob condições de 

laboratório, está presente em populações naturais de Cx. quinquefasciatus e sua freqüência é 

maior em populações expostas ao tratamento com este agente. 
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6 OBJETIVOS 

 

 

6.1 Objetivo geral 

 

 

Desenvolver ferramentas moleculares para o diagnóstico da resistência do vetor Culex 

quinquefasciatus ao Bacillus sphaericus (Bsp), que possam contribuir para o uso racional 

deste biolarvicida em programas de controle de vetores. 

 

 

6.2 Objetivos específicos  

 

 

a) Desenvolver um método específico de PCR para detectar o alelo de resistência cqm1-d19 

em larvas de Cx. quinquefasciatus.  

 

b) Estabelecer a freqüência do alelo cqm1-d19 em populações de Cx. quinquefasciatus 

naturais não tratadas e tratadas com o Bsp, e comparar o risco de seleção de resistência. 

 

c) Determinar a freqüência de expressão do receptor Cqm1 em amostras das populações 

naturais e correlacionar com a respectiva freqüência genotípica.  

 

d) Analisar o polimorfismo da seqüência no gene cqm1 em larvas de uma área tratada com o 

Bsp para avaliar mutações potencialmente associadas à resistência. 
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7 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

 Nas seções seguintes estão descritos os procedimentos experimentais relativos aos 

principais aspectos analisados neste trabalho: bioensaios para avaliar susceptibilidade de 

larvas de Cx. quinquefasciatus ao Bsp, método de PCR para detecção específica dos alelos 

cqm1 e cqm1-d19 em colônias de laboratório e populações naturais, ensaios bioquímicos para 

expressão da α-glicosidase Cqm1 e análise de polimorfismos de seqüências do gene cqm1. 

Todas as etapas foram realizadas nas dependências do Departamento de Entomologia do 

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães (CPqAM/FIOCRUZ). O esquema abaixo apresenta as 

populações selecionadas para avaliação da susceptibilidade ao Bsp e a realização das 

respectivas análises (Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – Populações de Culex quinquefasciatus utilizadas neste trabalho e as respectivas análises 
realizadas em relação ao monitoramento da susceptibilidade ao Bacillus sphaericus (Bsp). 
 

 

 

Polimorfismos na seqüência do gene cqm1 
 
 

Susceptibilidade in vivo ao Bsp 
Freqüência dos alelos cqm1 e cqm1-d19 

Freqüência da α-glicosidase Cqm1 
 

Áreas urbanas Área rural não tratada 

Fazenda Nova 
Tratada 

Água Fria 

AVALIAÇÕES 

POPULAÇÕES 

 Não tratadas 

Varadouro-Peixinhos 
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7.1 Amostras de Culex quinquefasciatus 

 

 

Neste trabalho foram utilizadas amostras de larvas de duas colônias de Cx. 

quinquefasciatus mantidas em laboratório, sendo uma susceptível e outra resistente ao Bsp, 

como referências para o desenvolvimento da PCR para detecção específica do alelo cqm1-

d19, bem como para a avaliação in gel da expressão da α-glicosidase Cqm1. Larvas das 

populações naturais foram analisadas quanto à freqüência do alelo cqm1-d19 e da expressão 

do receptor Cqm1. Dentre as quatro populações naturais analisadas, uma foi coletada em uma 

área exposta a tratamentos com o Bsp, no âmbito do Programa de Controle de Vetores 

realizado pela Prefeitura do Recife, e três foram provenientes de áreas não tratadas.  

 

 

7.1.1 Colônias de laboratório 

 

 

No insetário do Departamento de Entomologia do CPqAM são mantidas duas colônias 

de Cx. quinquefasciatus de referência em relação à susceptibilidade ao Bsp: 

CqSF. Colônia susceptível ao Bsp, estabelecida a partir de ovos coletados em criadouros de 

áreas urbanas do Recife e mantida há mais de 10 anos no insetário.   

CqRL1/2362. Colônia que apresenta um alto nível de resistência (>100.000) ao Bsp 2362 

obtida através de pressão de seleção em laboratório (PEI et al., 2002). O mecanismo de 

resistência caracterizado nesta colônia é a ausência do receptor Cqm1 no epitélio intestinal e 

sua base molecular é uma deleção de 19 nucleotídeos no gene cqm1 (OLIVEIRA et al., 2004; 

ROMÃO et al., 2006) 

Estas colônias são mantidas no insetário sob as seguintes condições: temperatura de 26 

± 1 °C, umidade relativa de 70% e fotoperíodo 12:12 h (dia/noite). Os adultos são 

alimentados em solução de sacarose a 10% e o repasto sangüíneo das fêmeas é feito em 

Gallus sp. As larvas são mantidas em água mineral e alimentadas com ração para gatos 

autoclavada (Whiskas®).  
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7.1.2 Populações naturais 

 

 

População tratada (T). A população T foi proveniente do bairro de Água Fria na cidade de 

Recife, que é uma área endêmica para a filariose e apresentou uma prevalência de 6,5% em 

um inquérito epidemiológico prévio (MACIEL et al., 1996). Desde 2003, esta área tem sido 

alvo do Programa de Controle da Filariose realizado pelo Centro de Vigilância Ambiental 

(CVA) da Secretaria de Saúde do Recife. Este programa inclui o tratamento da população 

humana com a droga antiparasitária dietilcarbamazina (DEC) e aplicação de medidas para a 

redução da densidade populacional do Cx. quinquefasciatus. Dentre as ações adotadas para o 

controle do vetor, o tratamento de criadouros de Cx. quinquefasciatus desta área com o Bsp 

(Vectolex G®, Sumitomo Chemical) vem sendo realizado desde março de 2003, sob 

responsabilidade do subprograma de Controle do Vetor da Filariose. Cerca de três mil 

criadouros, na sua maioria fossas sépticas, foram mapeados em uma área de 1,14 km2. Os 

tratamentos com o Bsp (3-5 g/m2) são realizados bimensalmente em todos os criadouros que 

apresentam condições operacionais para serem tratados (SILVA-FILHA et al., 2008). A 

avaliação da susceptibilidade in vivo desta população foi feita a partir de amostras de larvas 

coletadas em maio/2005, março/06, setembro/06 e abril/07, após 13, 18, 21 e 24 tratamentos 

com o Bsp, respectivamente. Foram avaliadas a freqüência do alelo cqm1-d19 e a expressão 

do receptor Cqm1 em dois momentos, maio/2005 e abril/2007. As amostras foram coletadas 

pela equipe de campo da FUNASA através da instalação de ovitrampas em domicílios 

localizados em diversas ruas da área de estudo, segundo metodologia de Barbosa et al. (2007). 

Populações não tratadas (NT). Estas populações foram selecionadas de acordo com o 

critério de ausência de tratamento com o Bsp, informado pelo CVA da Secretaria de Saúde do 

Recife. As amostras de duas áreas da Região Metropolitana do Recife, Varadouro e 

Peixinhos, foram coletadas segundo metodologia de Barbosa et al. (2007). A terceira 

população NT foi proveniente da cidade de Fazenda Nova, localizada no município de Brejo 

de Madre de Deus, na região agreste do Estado de Pernambuco a cerca de 180 km de Recife. 

Neste caso, amostras heterogêneas, compostas de ovos, larvas e pupas foram coletadas 

diretamente em criadouros de Cx. quinquefasciatus localizados em uma propriedade rural.  

O material biológico coletado previamente das populações T e NT foi mantido no 

insetário sob as condições descritas no item 7.1.1 até a obtenção de lavas da geração F1 ou F2 

para realização dos bioensaios. Larvas de 4º estádio foram armazenadas a –70 °C para 

posterior análise da freqüência do alelo cqm1-d19 e da expressão do receptor Cqm1.  
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7.2 Bioensaios 

 

 

 Os bioensaios, para avaliar a susceptibilidade in vivo das larvas das populações 

estudadas, foram realizados no âmbito do Serviço Nacional de Referência em Controle de 

Culicídeos Vetores, do Depto. de Entomologia do CPqAM/FIOCRUZ. 

 O método consiste em submeter larvas jovens do 4º estádio a uma série de 

concentrações de uma suspensão do pó padrão SPH88 (Instituto Pasteur, França) composto de 

cristais e esporos liofilizados do Bsp cepa 2362 por 48 horas, de acordo com protocolo da 

Organização Mundial de Saúde (1985). Vinte larvas foram colocadas em recipientes contendo 

100 mL de água contendo diferentes concentrações da suspensão bacteriana e três replicatas 

foram realizadas para cada uma das seis concentrações testadas. Um grupo controle não 

tratado, formado por três replicatas, foi testado em cada experimento e o bioensaio para 

avaliação de cada população foi repetido pelo menos três vezes. As concentrações letais do 

Bsp para 50% (CL50) e 90% (CL90) das larvas, após 48 h, foram estabelecidas através da 

análise de próbites usando o programa SPSS 10.0 para Windows (SILVA-FILHA et al., 

2008). 

 

 

7.3 PCR específica para detecção dos alelos cqm1 e cqm1-d19 

 

 

Nesta etapa foi estabelecido um método específico de PCR para avaliação da 

freqüência do alelo cqm1-d19 em amostras de larvas utilizando como referência indivíduos 

das colônias mantidas no insetário e, posteriormente, em amostras das populações naturais. 

Para evitar problemas de contaminação com ácidos nucléicos e subseqüente amplificação de 

fragmentos gênicos não específicos, os procedimentos de extração de DNA, reação de PCR e 

separação eletroforética foram realizados em ambientes distintos, segundo procedimentos 

padronizados através de um fluxograma (Figura 5). 
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Figura 5 - Fluxograma para realização das etapas do protocolo de PCR específica para detecção dos 
alelos cqm1 e cqm1-d19. 
Nota: aAmbiente localizado no Núcleo de Plataforma Tecnológica do CPqAM; bambientes 2, 3 e 4 
localizados no laboratório do Departamento de Entomologia – CPqAM. 

 

 

7.3.1 Extração do DNA de larvas  

 

 

A extração do DNA genômico foi realizada de acordo com Ayres et al. (2002). Larvas 

do 4º estádio das amostras sob estudo foram maceradas individualmente em 400 µl de tampão 

de lise (NaCl 0.4 M, Tris-HCl 10 mM, pH 8,0 e EDTA 2 mM, pH 8,0), 7 µl de solução de 

proteinase K (10 mg/ml) e 72 µl de SDS a 10%. Cada amostra foi incubada a 65 ºC, por 16 h. 

kkkk ggggggggggg 

4 REGISTRO DO RESULTADO: 

• Fotodocumentação do gel no 

ambiente 4b. 

3 ANÁLISE DOS FRAGMENTOS 

DE PCR: 

• Preparação de gel de agarose 

2,5%  no ambiente 3b; 

• Separação eletroforética no 

ambiente 3. 

2 PCR ALELO-ESPECÍFICA: 
• Mix de PCR preparado em fluxo no 

ambiente 2b; 

• Uso do conjunto de pipetas 2; 

• Uso de ponteiras com barreira; 

• Esterilização do fluxo e de pipetas, antes e 

após o uso, com luz ultravioleta e RNase 

away®  (Invitrogen). 

1 EXTRAÇÃO DE DNA: 

• Extração feita no ambiente 1a; 

• Limpeza da bancada com 

hipoclorito a 0,2% e álcool a 70%; 

• Uso do conjunto de pipetas 1; 

• Uso de reagentes exclusivos; 

• Maceração de larvas com ponteiras 

descartáveis; 

• Uso de jaleco descartável. 
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Após a adição de 420 µl de NaCl 5 M à suspensão, a amostra foi homogeneizada por 1 min, 

seguida de centrifugação a 10.000 g por 20 min. O DNA foi precipitado do sobrenadante após 

a adição de igual volume de isopropanol, em seguida incubado a –20 °C por 1 hora e 

centrifugado a 10.000 g por 20 min. O sedimento foi lavado com etanol a 70%, seco e 

recuperado em 100 µl de tampão estéril TE® (Invitrogen) composto de Tris-HCl 10 mM, 

EDTA 1 mM, pH 8,0.  

 

 

7.3.2 Reação de PCR  

 

 

Primeiramente, a PCR alelo-específica foi estabelecida a partir de amostras do DNA 

extraído individualmente de larvas susceptíveis e resistentes respectivamente das colônias de 

referência mantidas no insetário, CqSF e CqRL1/2362. A hipótese era detectar indivíduos 

sensíveis e homozigotos para o alelo cqm1 na colônia CqSF, ao passo que larvas resistentes 

da colônia CqRL1/2362 foram usadas para caracterização do alelo cqm1-d19 em homozigose. 

Larvas da progênie F1 resultantes do cruzamento dos indivíduos das colônias acima foram 

analisadas, a fim de caracterizar indivíduos heterozigotos que portariam ambos os alelos. 

As reações de PCR foram realizadas em um volume final de 25 µl contendo 0,2 mM 

de cada dNTP, 1,6 µM de cada primer específico descrito abaixo, 2,0 U de Platinum Taq 

DNA Polimerase (Invitrogen) em tampão fornecido pelo fabricante (Tris-HCl 20 mM, pH 

8.4, KCl 50 mM, MgCl2 1,4 mM), além de 100 ng do DNA molde extraído individualmente 

das larvas. Cada amostra foi amplificada em um termociclador BIOMETRA® programado 

para uma etapa de desnaturação a 94 ºC por 3 min, seguido de 35 ciclos a 94 ºC por 50 seg, 55 

ºC por 50 seg e 72 ºC por 120 seg, e uma etapa final de 72 ºC por 10 min. Os produtos 

amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2,5% em tampão de 

corrida TBE (Tris 45 mM, ácido bórico 45 mM, EDTA 1 mM pH 8,0), corado com brometo 

de etídeo e visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta (UV). 

 Para a amplificação de um fragmento a partir do alelo cqm1 ou cqm1-d19, foi 

utilizada a associação dos primers específicos, contendo sítios de restrição, 5’-

CGAGAATTCATGCAGGACTTCAAAGAG-3’ e 5’-

GCACTGCAGGGAAGTGGTGGAAGGTAC-3’. Estes primers foram desenhados para 

anelar em regiões do gene cqm1 que flanqueiam a deleção de 19 nucleotídeos na posição 
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1257-1275, segundo a seqüência deste gene (ROMÃO et al., 2006). O tamanho esperado do 

fragmento amplificado a partir do DNA molde de indivíduos que apresentarem o alelo cqm1 

foi de aproximadamente 190 pares de bases (pb), e de 171 pb para o alelo cqm1-d19. Nesta 

etapa, alguns fragmentos gênicos obtidos foram seqüenciados para a confirmação de sua 

identidade, conforme método descrito no item 7.5.2. 

 

 

7.3.3 Detecção do alelo cqm1-d19 em populações naturais 

 

 

 Após o desenvolvimento da metodologia para detecção específica do alelo cqm1-d19 

em larvas de colônias cujo genótipo era conhecido, a segunda etapa foi avaliar a freqüência 

deste alelo em amostras de populações naturais coletadas em uma área tratada e em três não 

tratadas com o Bsp. A análise foi realizada a partir do DNA extraído individualmente das 

larvas do 3º ou 4° estádio de acordo com a metodologia descrita no item 7.2.1. Nas reações de 

PCR, o controle positivo utilizado foi o DNA de larvas resistentes que apresentaram o alelo 

cqm1-d19 em homozigose, e os negativos foram uma amostra com o DNA do Ae. aegypti, a 

partir do qual não é possível a amplificação deste fragmento gênico e uma amostra sem conter 

DNA molde. Alguns fragmentos gênicos correspondentes à amplificação a partir dos alelos 

cqm1 e cqm1-d19 também foram seqüenciados para confirmar a identidade dos mesmos, 

segundo metodologia descrita no item 7.5.2.  

A partir dos dados obtidos na análise dos genótipos das larvas das populações naturais, 

as freqüências observadas e esperadas foram calculadas e o teste qui quadrado (x
2) foi 

aplicado para avaliar se as populações estavam em equilíbrio para o gene cqm1. A fórmula 

utilizada para o teste x
2 foi: 

x
2 = ∑ [(o - e)2 /e] 

Sendo o e e as freqüências observada e esperada para cada genótipo. Os valores de x
2 

encontrados para cada população foram comparados ao x
2 tabelado, de 3,841, com 

significância de 5%. Valores iguais ou acima de 3,841 indicam que a hipótese de equilíbrio 

entre as freqüências observadas e esperadas deve ser rejeitada. O equilíbrio populacional, ou 

seja, uma distribuição equilibrada dos genótipos após cada geração, leva em conta vários 
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fatores, dentre eles, o fluxo gênico e a pressão de seleção são os pontos mais relacionados ao 

modelo estudado. 

 

 

7.4 Ensaios de αααα-glicosidase in gel para detecção do receptor Cqm1 

  

 

O receptor Cqm1 da toxina binária é uma α-glicosidase (E.C. 3.2.1.20) cuja presença 

em amostras de larvas pode ser avaliada através de ensaios de atividade enzimática in gel 

(ROMÃO et al., 2006). A primeira etapa desta análise foi testar grupos de amostras 

conhecidas de larvas das colônias CqSF e CqRL1/2362 a fim de confirmar que os indivíduos 

susceptíveis expressam a  α-glicosidase Cqm1, enquanto que esta proteína não é detectada em 

larvas resistentes. Na segunda etapa, larvas das populações naturais foram analisadas a fim de 

correlacionar a freqüência dos genótipos e expressão positiva ou negativa da a α-glicosidase 

Cqm1.  

As larvas foram maceradas individualmente em 5 µl de tampão PBS (NaH2PO4 2,1 

mM, Na2HPO4 14 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) e solubilizadas em 5 µl de tampão de amostra 

de Laemmli (1970), sem conter o agente redutor 2-betamercaptoetanol e sem aquecimento. A 

separação eletroforética das amostras foi realizada em SDS-PAGE a 8% 

(acrilamida/bisacrilamida 30%, Tris-HCl 1,5 M; pH 8,8; Tris-HCl 0,5 M; pH 6,8; SDS 20%), 

a 20 mA de corrente e a 4 °C. Após a separação, os géis foram incubados em solução aquosa 

de Triton X a 2,5% por 13 minutos a temperatura ambiente e esta etapa foi repetida 2 vezes. 

As lavagens com o Triton têm a função de remover o excesso do Tris das amostras, pois este 

composto é um inibidor de atividade α-glicosidase. Em seguida, os géis foram incubados em 

tampão citrato-fosfato 100 mM pH 6,5 contendo 2 mM do substrato 4-metil-lumbeliferil-α-D 

glicopiranosídeo (M9766, Sigma), durante 20 min a 37 °C, sob leve agitação. Os géis foram 

visualizados em um transiluminador de UV. Através deste ensaio, seria possível distinguir 

larvas com fenótipo sensível ou resistente, pois a banda de clivagem correspondente à α-

glicosidase Cqm1 pode ser claramente discriminada.  
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7.5 Seqüenciamento do gene cqm1 

 

 

O objetivo desta etapa foi avaliar o polimorfismo no gene cqm1 através de análises de 

seqüências de larvas da população tratada de Água Fria. Foram analisados 15 indivíduos 

coletados em maio de 2005, após 13 tratamentos com o Bsp. Destes indivíduos, 10 foram 

agrupados para a extração do DNA e cinco foram submetidos à extração individual. 

 

 

7.5.1 Purificação dos produtos de PCR e clonagem do gene 

  

 

Após a extração do DNA total das larvas e amplificação do gene cqm1 com primers 

específicos (5’-CGAGAATTCTCTCCGAGCAAGATGCGA-3’ e 5’-

GCACTGCAGATTACGCCTGTATCAGCC-3’), conforme descritos nos itens 7.3.1 e 7.3.2, 

os fragmentos amplificados, correspondentes ao gene cqm1, foram submetidos à purificação 

com o Kit GFX DNA and Gel Band Purification® (GE Healthcare). Os primers permitiram a 

amplificação total do gene cqm1 e foram desenhados a partir da seqüência descrita em Romão 

et al. (2006) e depositada no GeneBank sob o número de acesso DQ333335. O vetor 

plasmidial de clonagem utilizado foi o pGEM-T Easy® (Promega). A combinação vetor 

plasmidial/fragmento de PCR foi tratada com T4 DNA ligase® (Promega) a 3 U/µl. Após a 

etapa de ligação, o DNA plasmidial foi empregado na transformação de bactérias 

eletrocompetentes (Escherichia coli cepa DH10B). Algumas colônias foram selecionadas para 

realização de mini preparações de DNA plasmidial. Após o crescimento de uma colônia em 

meio Luria-Bertani por 16 horas a 37 ºC, as células foram submetidas à extração de DNA 

plasmidial por lise alcalina, segundo adaptação do método de Birnboim e Doly (1979). Em 

seguida, as mini preparações foram quantificadas e encaminhadas para o sequenciamento 

automático no Núcleo de Plataforma Tecnológica do CPqAM. 

 

 

7.5.2 Seqüenciamento e análise do gene 
 

 

 Um total de 46 clones foi seqüenciado, 16 correspondentes aos cinco indivíduos 

avaliados separadamente e 30 ao pool de DNA extraído de 10 indivíduos. Para a quantificação 
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das amostras, alíquotas de DNA plasmidial linearizado foram comparadas em gel de agarose 

1% com quantidades definidas de marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder® 

(Invitrogen). Para cada reação de seqüenciamento foram utilizados cerca de 40 ng de DNA 

plasmidial e 1 µl de cada primer a 3,2 µM. Para a reação do seqüenciamento, foram 

empregados oito primers a fim de obter a seqüência completa do gene cqm1 (Figura 6). Seis 

primers internos para o gene cqm1 foram utilizados, além dos primers específicos para o 

plasmídio pGEM®-T Easy, (M13 forward e M13 reverse) (Quadro 1). A associação destes 

oito primers permitiu amplificar fragmentos de aproximadamente 500 pb, cujas seqüências 

foram agrupadas para obtenção da seqüência completa do gene cqm1. Os eletroferogramas 

das reações foram analisados através do programa SeqMan (DNASTAR). Após a análise e 

refinamento manual das seqüências, como o descarte de alguns polimorfismos que foram 

decorrentes de erro de PCR durante a amplificação dos fragmentos, os alinhamentos e a 

análise de possíveis polimorfismos entre as seqüências dos indivíduos foram realizados 

através do programa MegaAlign e BioEdit.  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6 – Representação esquemática do gene cqm1 e a localização dos seis primers internos (setas 
1-6) utilizados para o seqüenciamento deste gene.  
Nota: Além dos primers internos, mais dois foram utilizados, M13 forward (M13F) e M13 reverse 
(M13R), que são específicos para o plasmídeo pGEM-T Easy® (Promega). As seqüências dos primers 
internos estão descritas no Quadro 1. 
 

 
Primer* Seqüência 

1 5’- CGAGAATTCTCTCCGAGCAAGATGCGA-3’ 

2 5’-ACTCCCCTCTCGCTGTATTA-3’ 

3 5’-AGGGGGTGGTCCGCCGAATAAT-3’ 

4 5’-CGCCAGGGAGCTCACATGCCGTT-3’ 

5 5’-GCACTGCAGGGAAGTGGTGGAAGGTAC-3’ 

6 5’-ATGCAGAAGAATCCACAAAG-3’ 

Quadro 1 – Seqüências dos primers internos utilizados para o sequenciamento do gene cqm1. 

*Localização do anelamento dos primers que estão na Figura 6 na seqüência do gene cqm1. 

M13
F 

M13
R 

1 

2 

3 4 

5 

6 
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8 RESULTADOS 

 

 

 Os resultados foram agrupados em três blocos. O primeiro consiste da avaliação da 

susceptibilidade in vivo das populações de Cx. quinquefasciatus ao Bsp. No segundo bloco 

estão apresentados os dados da análise da freqüência do alelo cqm1-d19 através da PCR alelo-

específica, bem como da expressão do receptor Cqm1 através de ensaios enzimáticos in gel, 

por população. No terceiro e último bloco, estão descritos os polimorfismos da seqüência do 

gene cqm1 provenientes de indivíduos da população de Água Fria, exposta ao tratamento com 

o Bsp.  

 

 

8.1 Avaliação da susceptibilidade in vivo das populações 

 

 

 Os bioensaios foram realizados para avaliar a susceptibilidade in vivo das populações 

de Cx. quinquefasciatus ao Bsp. Amostras de larvas de Água Fria foram investigadas 

primeiramente após 13 tratamentos (maio/2005) com o Bsp e mostraram uma concentração 

letal para 50% das larvas (CL50) de 0,008 mg/l, 2,7 vezes maior em relação à colônia de 

referência CqSF (Tabela 3). Nas três análises subseqüentes realizadas após 18, 21 e 24 

tratamentos os valores de CL50 foram de 0,022, 0,014 e 0,026 mg/l, sendo esta última a maior 

alteração observada na susceptibilidade, 8,6 vezes em relação à CqSF (Tabela 3). Os valores 

de razão de resistência (RR) observados em Água Fria podem estar relacionados a um estágio 

inicial de seleção de resistência ou apenas a variações naturais na susceptibilidade ao Bsp. 

Diferentemente dos valores obtidos a partir da CL50, as RR em relação às CL90 foram 

semelhantes aos da colônia de referência CqSF, próximas a 1, e não indicam alteração de 

susceptibilidade das larvas (Tabela 3). 

A susceptibilidade das populações de campo não tratadas foi similar à colônia de 

laboratório CqSF. As CL50 das larvas foram de 0,004,  0,012 e 0,011 mg/l para Varadouro, 

Peixinhos e Fazenda Nova, respectivamente (Tabela 3). A maior alteração encontrada foi na 

CL50 de Peixinhos, cuja RR foi cerca de quatro vezes em relação à colônia de referência 

CqSF. Os valores de RR encontrados nestas populações foram menores aos encontrados para 

a população de Água Fria, entretanto todos foram inferiores a 10, e não denotam alterações 

significativas na susceptibilidade. Em relação à CL90, observa-se que as populações não 
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tratadas não mostraram nenhuma alteração, visto que os valores de RR foram menores ou 

próximos a 1 ao longo das avaliações realizadas (Tabela 3). 
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Tabela 3 – Atividade do Bacillus sphaericus 2362 (pó padrão SPH88) para larvas jovens de 4° estádio de Culex quinquefasciatus de uma colônia 
de laboratório (CqSF) e de populações de campo tratada (Água Fria – AF) e não tratadas com o B. sphaericus (Varadouro – VAR; Peixinhos – 
PEIX; Fazenda Nova - FN). 

Amostras Período 
N°  

tratamentos 

N°  

ensaios 

N° 

larvas 

CL50
a 

(Intervalo de confiança 95%) 
RRc 

CL90
b 

(Intervalo de confiança 95%) 
RR 

CqSF - 0 6 2.580 0,003 (0,002-0,004) 1 0,038 (0,021-0,114) 1 

Maio/05 13 3 960 0,008 (0,004-0,013) 2,7 0,020 (0,015-0,036) 0,5 

Março/06 18 3 1.020 0,022 (0,019-0,027) 7,3 0,044 (0,038-0,054) 1,2 

Setembro/06 21 3 1.320 0,014 (0,009-0,020) 4,7 0,035 (0,027-0,054) 0,9 
AF 

Abril/07 24 3 1.140 0,026 (0,015-0,030) 8,6 0,044 (0,035-0,067) 1,2 

VAR Janeiro/06 0 3 1.020 0,004 (0,003-0,005) 1,3 0,028 (0,021-0,060) 0,7 

PEIX Agosto/07 0 3 1.020 0,012 (0,009-0,017) 4,0 0,025 (0,020-0,036) 0,6 

FN Junho/07 0 3 1.080 0,011 (0,005-0,028) 3,7 0,022 (0,015-0,072) 0,6 

a,b Concentração letal (mg/l) para 50% (CL50) ou 90% (CL90) das larvas tratadas após 48 h. 
c RR: Razão de resistência entre a CL para cada população de campo analisada e àquela para a colônia CqSF. 
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8.2 Ferramentas moleculares para avaliação da susceptibilidade ao Bsp 

 

 

 O primeiro resultado deste estudo foi o estabelecimento e a padronização de um 

método específico de PCR para a detecção dos alelos cqm1 e cqm1-d19, a partir de amostras 

individuais de larvas de Cx. quinquefasciatus. Após as primeiras análises, um protocolo foi 

estabelecido para padronizar os procedimentos experimentais visando reduzir o risco de 

contaminação, desde a etapa da extração do DNA até a obtenção e visualização dos 

fragmentos gênicos amplificados. Os ensaios para a avaliação de atividade enzimática α-

glicosidase in gel também foram padronizados a partir de amostras individuais de larvas, a 

fim de relacionar a freqüência da expressão do receptor Cqm1 com as freqüências dos alelos 

cqm1 e cqm1-d19. 

 

 

8.2.1 Detecção dos alelos cqm1 e cqm1-d19 

 

 

Esta etapa foi realizada a partir do uso de larvas susceptíveis e resistentes ao Bsp 

provenientes das colônias de referência CqSF e CqRL1/2362, respectivamente. A aplicação 

da PCR alelo-específica mostrou que a partir do DNA genômico de larvas sensíveis e 

resistentes foram amplificados fragmentos de tamanhos diferentes, como esperado. As larvas 

da colônia CqSF apresentaram o alelo cqm1 em homozigose e o tamanho dos fragmentos 

amplificados foi de 190 pb (Figura 7, S), enquanto as  larvas da colônia CqRL1/2362 

apresentaram fragmentos de 171 pb amplificados a partir do alelo cqm1-d19 em homozigose 

(Figura 7, R). Os indivíduos heterozigotos foram caracterizados por apresentarem os dois 

fragmentos amplificados a partir dos alelos cqm1 e cqm1-d19 (Figura 7, *). Os fragmentos 

foram seqüenciados e a identidade dos mesmos foi confirmada. Os resultados obtidos em 

amostras de larvas conhecidas das colônias de referência mostraram que este método é eficaz 

para identificar o alelo de resistência cqm1-d19 e determinar sua freqüência em populações 

naturais.  
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8.2.2 Avaliação da expressão da α-glicosidase Cqm1  

 

Foram realizados ensaios qualitativos in gel para avaliar a expressão do receptor Cqm1 

em amostras individuais de larvas das colônias de referência CqSF e CqRL1/2362. O perfil 

das larvas susceptíveis mostrou cinco bandas catalíticas, dentre elas a α-glicosidase Cqm1 

que migra com peso aparente de 83 kDa, nas condições semi-desnaturantes em que o gel foi 

realizado (Figura 8, S). Larvas resistentes ao Bsp que portam o alelo cqm1-d19 em 

homozigose apresentaram um perfil de α-glicosidases similar ao de larvas sensíveis, exceto 

pela ausência da banda catalítica correspondente ao receptor Cqm1 (Figura 8, R). A 

discriminação entre larvas sensíveis e resistentes, pela ausência do receptor Cqm1, mostrou 

que esta ferramenta pode ser usada para o monitoramento da resistência de larvas de Culex ao 

Bsp, relacionada à ausência da expressão do sítio alvo da toxina. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 7 – Separação eletroforética de fragmentos amplificados por PCR a partir do gene cqm1 de 
Culex quinquefasciatus, em gel de agarose a 2,5%. 
Nota: A: Fragmentos de 190 e 171 pb foram amplificados a partir do alelo cqm1 e cqm1-d19 em larvas 
susceptíveis da colônia CqSF (S) e larvas resistentes (R) ao Bacillus sphaericus da colônia 
CqRL1/2362, respectivamente. B: Indivíduos susceptíveis homozigotos (S), resistentes homozigotos 
(R) e heterozigotos (*) que apresentaram ambos os fragmentos de 190 e 171 pb. Os controles 
negativos da reação foram uma amostra com o DNA de Aedes aegypti e outra sem DNA molde. PM: 
peso molecular em pares de bases (pb). Os géis foram visualizados em um transiluminador de luz 
ultravioleta. 
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Figura 8 – Detecção de α-glicosidases (EC 3.2.1.20) em homogenados individuais de larvas de Culex 
quinquefasciatus.  
Nota : As amostras foram submetidas a um SDS-PAGE a 8% sob condições semidesnaturantes e, após 
lavagens com triton 2,5% e incubação com o substrato a 37 ºC por 20 min, os géis foram visualizados 
em um transiluminador de luz ultravioleta. A banda catalítica correspondente à α-glicosidase Cqm1 de 
83 kDa é exclusiva de larvas susceptíveis da colônia CqSF (S), em larvas resistentes ao Bacillus 
sphaericus da colônia CqRL1/2362 (R) esta banda não foi detectada. 
 

 

8.3 Freqüência do alelo cqm1-d19 e da expressão do receptor Cqm1 em populações 

naturais 

 

 

 A padronização da técnica de PCR e dos ensaios bioquímicos in gel foram realizados e 

estas ferramentas aplicadas para determinar a freqüência do alelo cqm1-d19 e da expressão do 

receptor Cqm1 em amostras de larvas de populações naturais. 

 

 

8.3.1 Populações de campo não tratadas 

 

 

 Nesta seção, foram agrupados os dados das três populações de campo não tratadas 

analisadas neste trabalho. A amostra da população de Varadouro, localizada na RMR, 

constituída de 259 indivíduos submetidos à PCR alelo-específica mostrou a presença de 

quatro larvas heterozigotas e um homozigota para o alelo cqm1-d19 e a freqüência deste alelo 

foi de 1,16 x 10-2 (Tabela 4). O ensaio bioquímico mostrou que dentre 222 larvas avaliadas 

três delas não expressaram o receptor Cqm1 (Tabela 4). Este resultado reporta pela primeira 

vez a detecção de um alelo de resistência, neste caso o cqm1-d19, em uma população de Cx. 

quinquefasciatus não tratada com o Bsp. Dentre as três populações de campo não tratadas, 

Varadouro foi a que apresentou a freqüência mais alta do alelo cqm1-d19.  

R S 
Cqm1 83 kDa  
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 A segunda população não tratada da RMR foi proveniente do bairro de Peixinhos. 

Foram analisados 192 indivíduos a partir da PCR diagnóstico e três foram heterozigotos para 

o alelo cqm1-d19. Nenhum indivíduo homozigoto resistente foi identificado nesta população 

(Tabela 4). A freqüência observada do alelo de resistência foi de 7,81 x 10-3. Em relação à 

expressão do receptor Cqm1, os 208 indivíduos analisados apresentaram a expressão desta 

molécula (Tabela 4). 

A terceira população não tratada, Fazenda Nova, é caracterizada pelo seu isolamento 

geográfico das demais populações da Região Metropolitana. Além disso, em toda a região 

onde está localizada não há histórico de utilização de biolarvicidas. Foram avaliadas 265 

larvas por PCR específica e o alelo de resistência para o Bsp cqm1-d19 não foi detectado em 

nenhum indivíduo (Tabela 4). A avaliação do fenótipo de 297 larvas desta população 

corroborou os dados de freqüência genotípica, pois a totalidade dos indivíduos expressou a α-

glicosidase Cqm1 (Tabela 4). 

 A análise das freqüências genotípicas observada e esperada, entre as três populações 

não tratadas, mostrou que Varadouro é a única que não está em equilíbrio, visto que o número 

de indivíduos heterozigotos observados está muito abaixo do esperado, em função da detecção 

de um indivíduo homozigoto resistente (Tabela 6). 

 

 

8.3.2 População tratada de Água Fria 

 

 

 Um total de 515 larvas desta população foi analisado, em dois momentos do programa 

de controle de vetores realizado nesta área, para avaliar a freqüência do alelo cqm1-d19 

através da PCR alelo-específica. Para avaliação da expressão do receptor Cqm1, um total de 

399 larvas foi analisado nos dois períodos. 

 No primeiro momento da análise, correspondente a maio de 2005 após 13 tratamentos 

com o Bsp, foram detectados 37 indivíduos heterozigotos e 6 homozigotos para o alelo cqm1-

d19 de um total de 353 larvas analisadas, sendo a freqüência do alelo de resistência de 6,94 x 

10-2 (Tabela 5). Dentre 237 larvas analisadas para avaliar a expressão do receptor Cqm1, duas 

não exibiram esta molécula (Tabela 5), confirmando a presença de indivíduos com o fenótipo 

resistente nesta população. 

 No segundo momento analisado, em abril de 2007 após 24 tratamentos com o Bsp, a 

freqüência do alelo cqm1-d19 foi semelhante àquela encontrada no primeiro ano de avaliação. 
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De um total de 162 indivíduos analisados, 16 foram heterozigotos e um apresentou o alelo de 

resistência em homozigose, e a freqüência do alelo cqm1-d19 foi de 5,55 x 10-2. Uma larva 

resistente foi detectada dentre 162 indivíduos analisados para expressão do receptor Cqm1 

(Tabela 5). As freqüências encontradas para esta população foram muito mais elevadas em 

relação às populações não tratadas. 

A análise das freqüências genotípicas observada e esperada dos alelos cqm1 e cqm1-

d19 mostrou que não há equilíbrio populacional para o gene cqm1 no período de maio de 

2005, visto que o número de homozigotos recessivos é bem maior que o esperado, enquanto 

que na segunda avaliação, em abril de 2007, a comparação das freqüências mostrou que a 

população está em equilíbrio para este gene, apesar da pressão de seleção (Tabela 6). 
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Tabela 4 - Detecção dos alelos cqm1 e cqm1-d19, através de PCR específica, e avaliação da expressão do receptor Cqm1 em larvas de Culex 
quinquefasciatus das populações de campo de Varadouro, Peixinhos e Fazenda Nova, que não foram expostas ao biolarvicida Bacillus sphaericus. 

Genótipo      Fenótipo Cqm1 

População  
N cqm1/cqm1 cqm1/cqm1-d19 cqm1-d19/ cqm1-d19 

Freqüência 

cqm1-d19 
 N Positivo Negativo 

Varadouro 259 254 4 1 1,16 x 10-2  222 219 3 

Peixinhos 192 189 3 0 7,81 x 10-3  208 208 0 

Fazenda Nova 265 265 0 0 0  297 297 0 

 
 
 
 
 
Tabela 5 - Detecção dos alelos cqm1 e cqm1-d19, através de PCR específica e avaliação da expressão do receptor Cqm1 em larvas de Culex 
quinquefasciatus da população de Água Fria tratada com o biolarvicida Bacillus sphaericus desde março de 2003. As avaliações foram feitas após 
13 (maio/2005) e 24 (abril/2007) tratamentos.  

Genótipo      Fenótipo Cqm1 

Período 
N cqm1/cqm1 cqm1/cqm1-d19 cqm1-d19/cqm1-d19 

Freqüência 

cqm1-d19 
 N Positivo Negativo 

353 310 37 6 6,94 x 10-2  237 235 2 Maio/2005 

Abril/2007 162 145 16 1 5,55 x 10-2  162 161 1 
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Tabela 6 – Freqüências genotípicas observadas (O) e esperadas (E) para os alelos cqm1 e cqm1-d19 em amostras de larvas de populações de Culex 
quinquefasciatus não tratadasa e tratadasb com o biolarvicida Bacillus sphaericus. 

Varadouroa 254 235,70 4 22,70 1 0,55 17,18 
Peixinhosa 189 189,01 3  2,97 0 0,01   0,01 

Fazenda Novaa 265 265,00 0 0,00 0 0,00   0,00 

Água Fria – Maio/2005b 310 305,96 37 45,35 6 1,68 12,68 

Água Fria – Abril/2007b 145 144,67 16 16,83 1 0,49   0,57 

*Os valores observados para cada população são comparados ao x
2 tabelado (3,841) com significância de 5%. Valores iguais ou acima de 6,635 

rejeitam a hipótese nula, ou seja, que as freqüências genotípicas O e E estão em equilíbrio. O número de graus de liberdade foi 1, referente ao 
número de classes observadas, duas neste caso, menos 1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

cqm1/cqm1 cqm1/cqm1-d19 cqm1-d19/cqm1-d19 
População 

O E O E O E 
Teste  x

2*  
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8.3.3 Identidade dos fragmentos amplificados por PCR  

 

 

 Para confirmar que os fragmentos amplificados a partir das amostras selecionadas da 

população de Água Fria correspondiam ao gene cqm1 e não à contaminação com material 

exógeno, amostras de alguns indivíduos foram selecionadas para o seqüenciamento de seus 

respectivos fragmentos. Na Figura 9, pode-se verificar o alinhamento das seqüências destes 

fragmentos com o trecho correspondente no gene cqm1 proveniente do DNA genômico de Cx. 

quinquefasciatus depositado no GenBank.  

 Seis indivíduos coletados nos dois momentos da análise em Água Fria foram 

selecionados. Destes, dois foram heterozigotos e quatro homozigotos para o alelo cqm1-d19. 

Todos os fragmentos sequenciados tiveram sua identidade confirmada em relação ao gene 

cqm1 (Figura 9). A seqüência 1 correspondente ao fragmento de 190 pb, amplificado a partir 

do alelo cqm1, foi oriunda dos indivíduos heterozigotos. As seqüências 2 e 3 correspondentes 

aos fragmentos de 171 pb, amplificados a partir do alelo cqm1-d19, foram provenientes dos 

dois indivíduos heterozigotos e dos quatro homozigotos resistentes, respectivamente. As 

seqüências foram idênticas, exceto por quatro alterações encontradas na seqüência 1 (Figura 9). 
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         10                  20                  30  
   1  A T G C A G G A C T T C A A A G A G G C T C A  G C A G T T C  DNA C. quinquefasciatus  
   1  A T G C A G G A C T T C A A A G A G G C T C A  G C A G T T C  Seqüência 1 
   1  A T G C A G G A C T T C A A A G A G G C T C A  G C A G T T C  Seqüência 2 
   1  A T G C A G G A C T T C A A A G A G G C T C A  G C A G T T C  Seqüência 3 
                         

   40                  50                  60 
  31  G A C A A C C G A G A T C C G A A C C G G A C  G C C G A T G  DNA C. quinquefasciatus  
  31  G A C A A C C G A G A T C C G A A C C G G A C  G C C G A T G  Seqüência 1 
  31  G A C A A C C G A G A - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  Seqüência 2 
  31  G A C A A C C G A G A - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  Seqüência 3 
                         
                        70                  80                  90       
  61  C A G T G G G A C T C G T C G A C C A G T G C  C G G G T T C  DNA C. quinquefasciatus  
  61  C A G T G G G A C T C G T C G A C C A G T G C  C G G G T T C  Seqüência 1 
  42  C T G T G G G A C T C G T C G A C C A G T G C  C G G G T T C  Seqüência 2 
  42  C T G T G G G A C T C G T C G A C C A G T G C  C G G G T T C  Seqüência 3 
                         
                        100                 110                 120       
  91  A G T A C C A A C A C C A A C A C C T G G C T  C C G A G T T  DNA C. quinquefasciatus  
  91  A G T A C C A A C A C C A A C T C C T G G C T C C G A G T T  Seqüência 1 
  72  A G T A C C A A C A C C A A C A C C T G G C T  C C G A G T T  Seqüência 2 
  72  A G T A C C A A C A C C A A C A C C T G G C T  C C G A G T T  Seqüência 3 

   
                         
                        130                 140                 150       
 121  C A T C C G G A C T A C G C T C G G T A C A A  C G T A G A C  DNA C. quinquefasciatus  
 121  C A T C C G G A C T A T G C T C G G T A C A A C G T A G A C  Seqüência 1 
 102  C A T C C G G A C T A C G C T C G G T A C A A  C G T A G A C  Seqüência 2 
 102  C A T C C G G A C T A C G C T C G G T A C A A  C G T A G A C  Seqüência 3 
 
 
                        160                 170                 180 
 151  G T G A T G C A G A A G A A T C C A C A A A G  T A C C T T C  DNA C. quinquefasciatus  
 151  G T G A T G C A A A A G A A T T C A C A A A G T A C C T T C  Seqüência 1 
 132  G T G A T G C A G A A G A A T C C A C A A A G  T A C C T T C  Seqüência 2 

132  G T G A T G C A G A A G A A T C C A C A A A G T A C  C T T C  Seqüência 3 
 
                       190 
 181  C A C C A C T T C C  DNA C. quinquefasciatus  
 181  C A C C A C T T C C  Seqüência 1 
 162  C A C C A C T T C C  Seqüência 2 
 162  C A C C A C T T C C  Seqüência 3 

 

Figura 9 – Seqüências de fragmentos amplificados por PCR específica a partir dos alelos cqm1 e cqm1-
d19 de larvas de Culex quinquefasciatus da população de Água Fria. 
Nota: Seqüência 1: fragmento de 190 pares de base amplificado a partir do alelo cqm1 de um indivíduo 
heterozigoto. Seqüências 2 e 3: fragmentos de 171 pb amplificados a partir do alelo cqm1-d19 de um 
indivíduo heterozigoto e um homozigoto resistente, respectivamente. O DNA de Cx. quinquefasciatus 
corresponde a um trecho de 190 pb da seqüência de referência cqm1 depositada no GeneBank, número 
de acesso DQ333335. Quatro variações da seqüência 1 estão destacadas em negrito. A deleção de 19 
nucleotídeos está tracejada e em negrito. 
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8.4 Análise do polimorfismo do gene cqm1 

  

 

Foi possível obter a seqüência completa do gene cqm1, dos 15 indivíduos de Água Fria 

analisados neste trabalho, a partir da combinação de seis primers internos e de dois específicos 

para o plasmídeo pGEM-T Easy®. Treze alterações foram identificadas ao longo da seqüência 

de aminoácidos, nos resíduos 3, 8, 15, 141, 178, 246, 430, 439, 450, 466, 529, 541, 556 (Figura 

10). A maioria destas variações ocorreu em regiões menos conservadas, exceto duas que foram 

em resíduos mais conservados, Pro246Ser e Tre430Ser (Figura 10). Todas as alterações de 

aminoácidos decorreram de mutações pontuais, exceto o resíduo Tre178Gln no qual uma 

inversão nas duas primeiras bases AC   CA, determina uma treonina ou glutamina, 

respectivamente. Três alterações nos resíduos 141, 178 e 430 geram aminoácidos similares, ou 

seja, pertencentes à mesma classe, enquanto as outras dez levam à mudança na classe do 

aminoácido (Quadro 2). 

O Quadro 2 contém todos os alelos identificados e, após a análise das seqüências e dos 

13 resíduos polimórficos dos 15 indivíduos, dois alelos foram considerados predominantes. O 

alelo 1 caracteriza-se por uma dupla deleção (AT) no segundo íntron, enquanto o alelo 2 é 

caracterizado pela ausência desta deleção, além de um perfil de aminoácidos nos 13 resíduos 

polimórficos diferente do alelo 1 em todas as posições (Quadro 2). O segundo íntron, que havia 

sido previsto a partir da análise de seqüências do gene cqm1 em ROMÃO et al. (2006), pôde 

ser confirmado neste trabalho e foi de 55 ou 57 pb. Os outros 11 alelos apresentaram variações 

entre as 13 posições, no entanto não foram totalmente idênticos ao alelo 1, 2 ou ao gene cqm1 

descrito anteriormente. Este, por sua vez, foi mais semelhante ao alelo 1 (Quadro 2). Outro 

dado interessante foi relacionado a um indivíduo que apresentou um terceiro alelo, a variante 9 

(Tabela 8), além dos alelos 1 e 2, indicando que pode existir mais de um loco para o gene 

cqm1. Analisando os 13 resíduos na seqüência do gene cpm1 de Cx. pipiens, que não contém a 

dupla deleção no 2º íntron (OPOTA et al., 2008) observou-se que este gene foi mais 

semelhante ao alelo 2 (Quadro 2). 
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       Continua    
                                 T     G        T   
Culex quinquefasciatus  1   ---MRPLGAL SLVALL--AM TVNGLAIREP DSKDWYQHAT FYQIYPRSFL DSNGDGIGDL AGITSKMKYL A-DIGIDATW   
Cx. pipiens             1   ---MRPLGAL SLFALL--AT TVSGLAIREP DAKDWYQHAT FYQIYPRSFL DSNGDGIGDL AGITSKMKYL A-DIGIDATW   
Anopheles gambiae 1     1   MKFYRPLVTV SLTVALLSAC ALQAAEVREP DEKDWYQHAT FYQIYPRSFQ DSNGDGIGDL KGITARMEYL A-GLGIDATW   
Aedes aegypti 1         1   ---MR-LCSA GLLVTL--AV FASSFDIREP EQKDWYQHAT FYQIYPRSFK DSDGDGIGDL AGITSKMSYL A-DIGIDATW   
Ae. aegypti 2           1   ------MVLT PRVVPGILLL TLAVVSCVDL RTLDWWEKAG FYQIYPRSFK DSDGDGIGDL NGITSKLSYL K-EIGVRAFW   
Ae. aegypti 3           1   -------MGR KAVIVFIFGF VIGLVASV-- -DEHWWQHAN FYQIYPRSFK DSDGDGVGDL RGIMEKVSYL KKDLGLDAIW   
An. gambiae 2           1   ---------- ---------- ---------- ----WWKSAV FYQIYPRSFM DSNGDGIGDL CGITSRLGYL D-LHNITGFW   
An. gambiae 3           1   -------MWS TVILLGVLLI VPSLLA---- -DEHWWQHAN FYQIYPRSFK DSDGDGVGDL RGIMEKVPYL RRELGIDAIW   
 
                                                                                                    V 
Culex quinquefasciatus  75  LSPPFKSPLK DFGYDVSDFY AIQPEYGNLT DFDKLVEESH KNGIKLMLDF IPNHSSDQHE WFVKSVARDP EYSDFYVWRP   
Cx. Pipiens             75  LSPPFKSPLK DFGYDVSDFY AIQPEYGNLT DFDKLVEEAH KNGIKLMLDF IPNHSSDQHE WFVKSVARDP EYSEFYVWKP   
Anopheles gambiae 1     80  LSPPFVSPLA DFGYDVADFY DIQPEYGTLA DMEELIAEAH RHGIKLMLDF IPNHSSDEHD WFVQSANGVA KYRDYYIWRP   
Aedes aegypti 1         74  LSPPFKSPLR DFGYDVSDFY DIQPEYGTLE SFDELVQEAH KNGIKLMLDF IPNHSSDEHD WFVKSAERNE TYKDFYVWHP   
Ae. aegypti 2           74  MSPINTSPMV DFGYDISDYR EIQPEYGTMV DFENLVKEAK RVGLKVIMDF VPNHSSDKHE WFVKSEDRVP GYEDYYVWHD   
Ae. aegypti 3           71  LSPIFKSPMA DFGYDISNFT DIHHEFGTIA DLENLAEECK RQNLKLILDF VPNHSSDEHP YFEKSEKREA GYEDYYVWHE   
An. gambiae 2           46  LSPIFASPMA DFGYDISDYY KIQPEYGTMA DFDAMLKKAN DLNMEVILDF VPNHTSDEHE WFKKSELRVP GFEDFYIWHP   
An. gambiae 3           69  LSPIFKSPMA DFGYDIADFR DIHSEFGTIA DLEALATACN AEGLKLILDF VPNHSSDESE WFLKSVQKDP TYSDYYVWHP   
 
                                                             Q  
Culex quinquefasciatus  155 ----PA--TG GG-PPNNWIS VFGGSAWTYN TARGEYYLHQ FTPQQPDLNY RNPKVLAEMT KMLFFWLDRG VDGFRLDAIN   
Cx. pipiens             155 ----PA--TG GG-PPNNWIS VFGGPAWTYN AARGEYYLHQ FTPQQPDLNY RNPKLLAEMT KMLFFWLDRG VDGFRLDAIN   
Anopheles gambiae 1     160 GRQNSQ--TG ALEPPNNWIS VFGGPAWTYD ERRGEFYLHQ FTKKQADLNY RNPAVVEEMT KMLSFWLEKG VDGFRLDAIN   
Aedes aegypti 1         154 GRQNAE--TG KLDPPNNWIS VFGGPAWTYH EGRQEFYLHQ FTDKQPDLNY RNPAVLEEMT KMLFFWLDRG VDGFRLDAIN   
Ae. aegypti 2           154 GVENPQ--GG RKLPPSNWLQ AFRKSAWQWS EKRQQYYLHQ FTVEQPDLNY RNPTVVQEMK DVLTFWLDKG VDGFRVDAVP   
Ae. aegypti 3           151 GKVLAN---G TRVPPSNWIS VFRGSAWKWS SVRREYYLHQ FVDKQPDLNY RSTKVVEDMK DVLRFWLERG VTGFRVDALP   
An. gambiae 2           126 GRPNPNDTNG QPLAPCNWVS FFRGSAWQWS KTRKEYYLHQ FSVKQPDLNY RNPAVVEAMK DVMRFWLGRG VAGFRIDAVP   
An. gambiae 3           149 GKTLAN---G TRVPPSNWVS VFRGSAWEWN DVRKEYYLHQ FLVKQPDLNY RNPALVQEMK DVMTFWLGKG VHGFRIDAVP   
 
                                                      P 
Culex quinquefasciatus  228 HMFEDEQ--- --FRDEPLSG WGQ-SGEYDS LDHIYTKDIP DVYDVVYNWR DQMDKYSAEK --GRTIILMT EAYSSIEGTM   
Cx. pipiens             228 HMFEDEQ--- --FRDEPVSG WGQ-PGEYDS LDHIYTKDIP DVYNVVYNWR DQMDKYSAEK --GRTIILMT EAYSSIEGTM   
Anopheles gambiae 1     238 HMFEDAQ--- --LRDEPP-G WGA-PGTYDE LDHIYTKDNP DTYNVVYGWR QLCDDFGRRM --NKTIIIMT EAYASIENTM   
Aedes aegypti 1         232 HMFEDPE--- --LRDEPPSG WSD-PGKYDS LDHIYTKDVE DVYKVVYDWR DLMDTYSKEN --GRTIILMT EAYSSIEGTM   
Ae. aegypti 2           232 FLYEVLP-TN GSFPDEPRSG LTNDPDDFDF LEHIYTQNQP ETLDMVYQWR ELVDNYQKDH GGETR-VLMT EGYTSLEELR   
Ae. aegypti 3           228 YLYENKT-VN GVYPDEPKSN STDDPDNPAY LLHPYTQNLD ETFDMVYQWR EVLDEFKSSK GLQEDLVLMI EAYTPLENII   
An. gambiae 2           206 TLFEVAPDAD GQYPDEPLSG NTNDPDDPGY LVHIYTQDRN ETLDMVYQWR AVLDEFQQQY GVRER-IIMA ETYSPIDIVM   
An. gambiae 3           226 YLFESLP-VN GVYPDEEKSG ETDDPDNPTY LVHQHTQNLD ETFDMMYQWR KVVDDFKQQT -QSEDIVLMA EAYTPLLNII   
                                                                
Culex quinquefasciatus  300 LYYESADRKR QGAHMPFNFQ LIYDFKKEQN AVGLKSSIDW WMNNMP--AR HTPSWVAGSH DHSRVASRVG LDRVDQVMTL   
Cx. pipiens             300 LYYESADRKR QGAHMPFNFQ LIYDFKKEQN AVGLKSSIDW WMNNMP--AR HTPSWVAGSH DHSRVASRVG LDRVDQVMTL   
Anopheles gambiae 1     309 LYYEDATGTR QGAHMPFNFQ LIYDFRHDQN AIGLKQSIDF WLNHMP--AR HTASWVAGSH DHSRVGSRVG LEHVDQVLTL   
Aedes aegypti 1         304 LYYENANRTR QGAHMPFNFQ LIYDFKDIQN AVGLKQSIDW WMNHMP--AR HTPSWVSGSH DHERFASRVG ENRVEQMMTL   
Ae. aegypti 2           310 KYYVSAGG-R LGSHMPFNFG MINDLKIGSK AEDFVNVVQS WMDIVP--AR HAANWVMGNH DRPRVGTRFG KERIDAMNMI   
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                       Continuação    
 
Ae. aegypti 3           307 RLYGKGD--R KGAQIPFNFE VLSNIYKDST AKDFYTYVMR FYEALP--QG QFANWVLGNH DNKRVASRLG VARADLYNIA   
An. gambiae 2           285 KYYGNET--V PGAQIPFNFH FITDLSKDST AQDFLNTINY WIDHMPPMDS VVPNWVLGNH DQHRVASRFG EDMIDSMNMI   
An. gambiae 3           304 RLFGNEV--S EGAHIPFNFE VLSNTFKDTT GQQFYDNIKR WLDVVP--EN RFSNWVLGNH DNKRVSSRLG VARADLYQIA   
 
                                                                                                      S         T 
Culex quinquefasciatus  378 LHTLPGTSIT YYGEEVAMQD F--------- -------KEA QQFDNRDPNR TPMQWDSSTS AGFSTNTNTW LRVHPDYARY   
Cx. pipiens             378 MHTLPGTSIT YYGEEVAMQD F--------- -------KEA QQFDNRDPNR TPMQWDSSTS AGFSTNTNTW LRVHPDYARY   
Anopheles gambiae 1     387 LHTLPGTSIT YYGEEIGMLD F--------- -------KDA QLYDNRDPNR TPMQWDNSIS AGFSTNRTTW LRLHPDYPTR   
Aedes aegypti 1         382 LHTLPGTSIT YYGEEIGMLD Y--------- -------KEA QTYDGRDPNR TPMQWDGTTS AGFSTNATTW LKVHPDYASL   
Ae. aegypti 2           387 ILSLPGATVT YQGEEIGMTD VHISWEETKD PAACNAGEGL YAEKSRDPCR TPFQWDDSTL AGFTNGSTTW LPVGPDYRSV   
Ae. aegypti 3           383 LNTLPGIAVT YNGDELAMED VYISWEDTVD PAACNSNPRD FMQYSRDPVR APFQWDDSVS AGFSSNPKTW LPVSPYYKQN   
An. gambiae 2           363 MLSLPGVAVT YNGEEIGMDD VWISYNDTVD PAACNAGPDR YQYTTRDPER TPFQWDSSKN AGFSTANHTW LPVSPNYTLV   
An. gambiae 3           380 LNVLPGVAVT YNGDELAMED VFISWKDTID PAACNSNPKD YLLYSRDPVR TPFQWDDSVS AGFSTNRTTW LPVASNYKTL   
 
                                     S                 Y  
Culex quinquefasciatus  442 NVDVMQ-KNP QSTFHHFQHL TKLRRHRTMQ SGEYVHKTVG TKVYALLREL RGEDSFLTVL NMAGAEDTVD LGDFVN-LPQ   
Cx. pipiens             442 NVDVMQ-KNP QSTFHHFQHL TKLRGHRTMQ SGEYVHKTVG TKVYALLREL RGEDSFLTVL NMAGAEDTVD LGDFVN-LPQ   
Anopheles gambiae 1     451 NVAMQE-AAE KSTLKHFRTL TALRRHPTLV HGEFKHRTVG PDVYAFSREL HGEDTLVTVL NMATSSRTVD LGDFVN-LPA   
Aedes aegypti 1         446 NVDLQQ-NAE KSHFHHFRAL TSLRRHETMQ NGDFLHRTVG THVYALLREL QGRDSFLTVL NVADKQYDAD LGDFVN-LPE   
Ae. aegypti 2           467 NVKIEN-GLE KSHLKVYKAM MRLRESKTFQ HGSVKARAVK DNVFAIVREL QNYNTYITLV NLGSSIEVID GIALASHLPS   
Ae. aegypti 3           463 NYKLQK-SAP RSHVKIFKSL VRLRKQRTLR EGTFEIKLVD ENLLVYKREL ADVSTIVVIL NFHKSARTVN LSEAFGGLPL   
An. gambiae 2           443 NVEKQLVEYE HSHLHVYRSL VRMK------ ---------- ---------- ---------- ---------- ----------   
An. gambiae 3           460 NYKAQK-AAP RSHVKIFKAL VRLRKQRTRR N--------- ---------- ---------- ---------- ----------   
 
                                     K             S               M        
Culex quinquefasciatus  520 KMRVEVAQPN SKSKAGNEVD IGKLTLGPYD SVVLRATVSS AAAINLSIGL LLAIMARYIF V  
Cx. pipiens             520 KMRVEVAQPN SKSKAGNEVD ISKLTLGPYD SVVLRATVSS AAAINLSIGL LLAIMARYIF V  
Anopheles gambiae 1     529 RLTVEIAQPM SNYKAGDEVD IHQVTLLQHD SVVLRAVVSG ASVVRLSLIV ALLAAVEHLF -  
Aedes aegypti 1         524 KMTVQVAQSN STLKAGDVVE ISKVTLGPYD SIVLRA--SS AAAIQLSLSV VIALIVKYFL V  
Ae. aegypti 2           546 KLRFEVVGVN SHHIRGGAVA TNDILLLPHE SFVLVARVSP VDRLQESICE TWLEQ----- -  
Ae. aegypti 3           542 EFEIITSSLQ TNYIDGTVVD RDQIVLPADA AIVLEGNIKN GV-------- ---------- -  
An. gambiae 2           466 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- -  
An. gambiae 3           489 ---------- ----DGNAVG RR-------- ---------- ---------- ---------- -  

 

Figura 10 – Alinhamento da seqüência de aminoácidos do receptor Cqm1 da toxina binária do Bacillus sphaericus em larvas de Culex 
quinquefasciatus com seqüências de maltases ortólogas. 
Nota: Aminoácidos idênticos em mais de 60% das seqüências são destacados em preto, enquanto aminoácidos definidos como similares em mais 
de 60% das seqüências são realçados em cinza claro. As seqüências mostradas, depositadas no GenBank, são de Culex quinquefasciatus (número 
de acesso ABC59609.1), Cx. pipiens (número de acesso AAL05443.1), Anopheles gambiae 1; 2 e 3 (números de acesso ABW98683.1; 
XP_320159.3; XP_320155.3) e Ae. aegypti 1; 2 e 3 (números de acesso XP_001660909.; XP_001656785 e XP_001649784.). Foram identificados 
13 resíduos polimórficos (em vermelho) nas seqüências de 15 indivíduos de Cx. quinquefaciatus da área de Água Fria e a substituição 
correspondente está em negrito acima do resíduo. 
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Alelos* Resíduo da seqüência de aminoácidos 
Deleção dupla  

no 2º íntrona 

 3 8 15 141d 178d 246 430 d 439 450 466 529 541 556  

1 Pro Gly Met Ala Thr Ser Thr Thr Pro His Lys Gly Met Sim 

2 Thr Ser Thr Val Gln Pro Ser Ala Ser Tyr Asn Ser Thr Não 

V1 Thr Ser Thr Val Gln Pro Ser Ala Ser Tyr Asn Gly Thr Não 

V2 Thr Ser Thr Ala Gln Pro Ser Ala Ser Tyr Asn Ser Thr Não 

V3 Thr Ser Thr Ala Thr Ser Ser Ala Ser Tyr Asn Ser Thr Não 

V4 Thr Ser Thr Val Gln Pro Thr Thr Pro Tyr Asn Ser Thr Não 

V5 Pro Gly Thr Ala Gln Pro Ser Ala Ser Tyr Asn Ser Thr Não 

V6 Thr Ser Thr Val Gln Pro Thr Thr Pro His Lys Ser Thr Sim 

V7 Pro Gly Thr Val Gln Pro Thr Ala Pro His Asn Gly Thr Sim 

V8 Thr Ser Thr Val Gln Pro Ser Thr Pro His Lys Gly Met Sim 

V9 Thr Ser Thr Val Gln Pro Thr Thr Pro His Lys Gly Met Sim 

V10 Thr Ser Thr Val Gln Ser Thr Thr Pro His Lys Gly Met Sim 

V11 Thr Ser Thr Ala Thr Ser Thr Thr Pro His Lys Gly Met Sim 

cqm1 b Pro Ser Met Ala Thr Ser Thr Ala Pro His Asn Gly Thr - 

cpm1 c Pro Ser Thr Ala Ala Pro Thr Ala Pro His Asn Ser Thr Não 

Quadro 2 – Análise dos resíduos polimórficos identificados ao longo da seqüência de 580 aminoácidos do receptor Cqm1 da toxina binária do 
Bacillus sphaericus a partir do estudo de 15 larvas de Culex quinquefasciatus da área de Água Fria.  
Nota: *Os alelos 1 e 2 foram predominantes entre as seqüências e os outros 11 foram resultantes de variações destes dois (V1-V11). aOs alelos 1 e 
2 foram associados à presença ou não de uma dupla deleção no 2º íntron. bResíduos obtidos a partir da seqüência de aminoácidos depositada no 
GenBank sob o número de acesso ABC59609.1. cResíduos obtidos a partir da seqüência de aminoácidos depositada no GenBank sob o número de 
acesso AAL05443.1. dAminoácidos pertencentes a mesma classe. 
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9 DISCUSSÃO 
 

 

 O surgimento de populações de Culex resistentes ao Bacillus sphaericus é uma 

desvantagem em relação ao seu uso visto que sua ação depende da interação de apenas uma 

toxina, a Bin, com um sítio alvo, o receptor Cqm1. Estratégias para o manejo da resistência 

são essenciais para o sucesso dos programas de controle de insetos e a maioria destas é 

baseada em modelos que assumem uma baixa freqüência inicial de alelos de resistência em 

uma dada população. Até o momento, a avaliação da susceptibilidade in vivo das populações 

de campo através de bioensaios é a ferramenta mais utilizada para avaliar o risco de seleção 

de resistência (GÉNISSEL et al., 2003; GOULD et al., 1997; SILVA-FILHA et al., 2008; 

TABASHNIK et al., 2000; WENES et al., 2006).  

A primeira etapa deste trabalho consistiu em avaliar a susceptibilidade das populações 

de Cx. quinquefasciatus naturais, não tratadas e tratadas com o Bsp, a partir das concentrações 

letais deste biolarvicida para 50% (CL50) e 90% (CL90) das larvas, determinadas através de 

bioensaios. No caso específico de larvas de culicídeos, a avaliação da mortalidade é obtida a 

partir da resposta de pools, portanto não há avaliação individual de larvas para a resistência. A 

susceptibilidade das quatro populações analisadas não mostrou alteração significativa em 

relação à colônia de referência susceptível CqSF. Os valores da razão de resistência (RR), a 

partir da análise das CL50, para as populações não tratadas de Varadouro, Peixinhos e Fazenda 

Nova foram iguais ou inferiores a 4,0. Os valores de RR obtidos a partir dos dados das CL90 

para estas populações foram perto de 1,0. Para a população tratada de Água Fria, os valores de 

RR para a CL50 foram entre 2,7 e 8,6 após períodos variáveis entre 13 e 24 exposições ao Bsp. 

Estas alterações podem ser consideradas apenas variações naturais da susceptibilidade entre as 

populações ou também sugerir que um início do processo de seleção de resistência está 

ocorrendo em Água Fria, devido à exposição contínua ao Bsp (SILVA-FILHA et al., 2008). 

Assim como para as populações naturais não tratadas, os valores de RR em relação à CL90 nos 

quatro momentos analisados em Água Fria foram cerca de 1,0. Este resultado indica que não 

estaria ocorrendo seleção de resistência na população, pois a presença de indivíduos 

resistentes na amostra deveria provocar o aumento da CL90 do Bsp. 

Um estudo realizado para avaliar a dominância da resistência às toxinas do Bt em duas 

espécies de lepidópteros apontou que concentrações baixas das toxinas favorecem a 

sobrevivência de indivíduos heterozigotos, enquanto altas doses matam tanto os indivíduos 

susceptíveis homozigotos quanto os heterozigotos (TABASHNIK et al., 2004). Esta hipótese 



Diagnóstico da resistência do vetor Culex...                                             Chalegre, K. D. M.  
 

68 
 

poderia explicar as alterações observadas na RR a partir da análise das CL50 das populações 

avaliadas neste trabalho. O aumento da CL50 pode estar correlacionado à sobrevivência de 

indivíduos heterozigotos submetidos a concentrações mais baixas do Bsp, utilizadas nos 

ensaios de toxicidade, o que não deve ter ocorrido quando a concentração utilizada do 

biolarvicida foi maior. Os dados obtidos a partir da freqüência genotípica dos alelos cqm1 e 

cqm1-19, comparados aos bioensaios, corroboram este achado, como será discutido 

posteriormente. 

Valores de RR similares aos encontrados neste trabalho também foram identificados 

em uma população de Cx. quinquefasciatus que vem sendo tratada com o Bsp desde 2003 no 

rio Pinheiros, São Paulo. Os níveis de RR a partir análise das CL50 foram de 4,3 e 5,0 após 18 

e 30 tratamentos, respectivamente (SILVA-FILHA et al., 2008). Uma avaliação da linha de 

base da susceptibilidade a partir da análise das CL50 e CL95 em populações de Cx. pipiens e 

Cx. quinquefasciatus da Califórnia e do Chipre, antes da aplicação dos biolarvicidas Bsp e 

Bti, mostrou variações de 3 a 12 vezes na susceptibilidade ao Bti e em torno de cinco vezes 

para o Bsp (WIRTH et al., 2001). Outro estudo foi realizado em duas áreas metropolitanas de 

Nova Iorque, Siracusa e Albânia. A primeira área tem registro de uso do Bsp e Bti e mostrou 

uma RR de 3,1 e 33 vezes, respectivamente para estes biolarvicidas, enquanto em Albânia, 

onde há o registro da aplicação do Bti apenas, o valor de RR foi de 5 para este agente e houve 

uma redução de 1,7 vez para o Bsp (PAUL et al., 2005). As alterações encontradas na 

susceptibilidade do Bti neste estudo, por exemplo, provavelmente estão ligadas a variações 

naturais entre as populações, visto que este biolarvicida tem sido empregado por mais de duas 

décadas em outras áreas e nenhum registro de resistência foi feito até o momento (BECKER 

et al., 2003). Apesar dos dados sobre este tema serem escassos, eles indicam que a linha de 

base da susceptibilidade das populações aos biolarvicidas Bsp e Bti pode apresentar variações.  

A detecção de diferentes níveis da susceptibilidade das populações alvo ao Bsp é 

importante, pois pode indicar que estas variações ocorrem naturalmente e por diversos 

motivos. Por esta razão, valores de RR menores que 10 obtidos a partir das CL50 não 

garantem, necessariamente, que está ocorrendo seleção da resistência na população e, assim, 

não devem ser considerados per se como indicadores deste processo (SILVA-FILHA et al., 

2008). Uma alternativa para superar a limitação da interpretação dos dados de bioensaios 

obtidos através da resposta de dose-mortalidade de pools de larvas, além de possibilitar a 

detecção de indivíduos homozigotos resistentes, é a avaliação através de bioensaios 

diagnósticos individuais. Estes consistem em submeter larvas de Cx. quinquefasciatus do 4° 

estádio, individualmente, a uma única concentração alta do Bsp para, a partir da avaliação de 
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um grande número de larvas, possibilitar a identificação de indivíduos sobreviventes à dose 

diagnóstica, que potencialmente seriam homozigotos para a resistência. Esta abordagem vem 

sendo desenvolvida atualmente em nosso laboratório com a finalidade de obter informações 

mais precisas sobre a presença de indivíduos resistentes em amostras submetidas a bioensaios. 

 Além da avaliação da susceptibilidade de larvas do Bsp através de ensaios in vivo, a 

análise do receptor Cqm1 e do gene que o codifica é fundamental visto que o principal 

mecanismo de resistência ao Bsp em larvas de Culex é devido a uma falha na etapa de ligação 

da toxina Bin à α-glicosidase Cqm1 (NIELSEN-LEROUX et al., 1997, 2002; OLIVEIRA et 

al., 2004). Sabe-se que um dos fatores determinantes no processo da seleção de resistência é a 

freqüência inicial de alelos r, bem como seu modo de herança em populações naturais 

expostas ao tratamento com o biolarvicida. Um exemplo deste aspecto foi demonstrado no 

estudo realizado por Mcgauhey e Beeman (1988), que mantiveram em laboratório cinco 

colônias do lepidóptero Plodia interpunctella, originadas de diferentes amostras de campo, 

sob forte pressão de seleção com o Bt. Após 40 gerações, a resistência em uma das colônias 

aumentou 250 vezes, enquanto este número foi de 15 vezes em outra linhagem, indicando que 

diferenças nas freqüências iniciais de alelos r nestas populações seria a causa das variações de 

RR observadas.  

Até o momento, quatro alelos do gene cqm1 ou cpm1 foram identificados portando 

mutações que levam à resistência de larvas de Cx. pipiens e Cx. quinquefasciatus ao Bsp 

(DARBOUX et al., 2002, 2007; ROMÃO et al., 2006). No caso da colônia de laboratório 

resistente CqRL1/2362, utilizada como referência neste trabalho, uma deleção de 19 

nucleotídeos foi identificada no gene cqm1. O alelo cqm1-d19 está associado à ausência da α-

glicosidase Cqm1 ligada ao epitélio intestinal das larvas, que pode ser identificada a partir de 

um ensaio enzimático simples. O perfil das larvas resistentes é semelhante ao de larvas 

sensíveis, exceto pela ausência da banda catalítica correspondente ao receptor Cqm1 

(ROMÃO et al., 2006). O diagnóstico da resistência por PCR alelo-específica, que pode 

discriminar indivíduos heterozigotos, tem sido considerado como o método mais viável para 

detectar alelos de r a uma baixa freqüência. Esta abordagem requer que os genes conferindo 

resistência sejam conhecidos e que alelos de indivíduos susceptíveis e resistentes possam ser 

distinguidos por variações na seqüência de DNA (GAHAN et al., 2007). São várias as 

vantagens desta técnica em relação aos ensaios de susceptibilidade in vivo e a principal é a 

detecção de indivíduos heterozigotos em uma amostra, o que não pode ser obtido através de 

um bioensaio quando o modo de herança dos alelos r é recessivo. A partir da caracterização 

do alelo cqm1-d19 na colônia CqRL1/2362, a segunda parte deste trabalho foi a padronização 



Diagnóstico da resistência do vetor Culex...                                             Chalegre, K. D. M.  
 

70 
 

das técnicas de PCR e dos ensaios enzimáticos in gel em larvas cujos genótipos e fenótipos 

eram conhecidos para o gene cqm1. Em seguida, amostras de larvas das populações naturais 

tratadas e não tratadas com o Bsp foram avaliadas com relação à freqüência deste alelo, bem 

como para verificação da expressão do receptor Cqm1. 

Os resultados obtidos a partir de testes com larvas das colônias de laboratório 

mostraram que o método da PCR alelo-específica é eficaz para a detecção do cqm1-d19. Este 

é facilmente discriminado do alelo cqm1 em um gel de agarose, permitindo o diagnóstico de 

todos os genótipos possíveis. Os ensaios enzimáticos in gel corroboraram os testes de PCR e 

apresentam a vantagem de possibilitar a detecção de larvas resistentes, devido à ausência da 

α-glicosidase Cqm1, independente do alelo r relacionado. No caso da PCR alelo-específica, o 

estabelecimento de métodos para detecção dos outros alelos r descritos na literatura se faz 

necessário, visto que pode ocorrer mais de um evento de mutação no gene cqm1 em 

populações naturais (DARBOUX et al., 2002, 2007; ROMÃO et al., 2006).  

Até o momento, nenhum trabalho na literatura avaliou a freqüência de um alelo de 

resistência a biolarvicidas em populações naturais de mosquitos. A maioria dos trabalhos é 

relacionada ao risco de seleção de resistência de insetos pragas às toxinas do Bt expressas em 

plantas transgênicas (plantas Bt) (GÉNISSEL et al., 2003; GOULD et al., 1997; 

TABASHNIK et al., 2000; WENES et al., 2006). No entanto, o método usado “F2 screen”, 

baseado na avaliação da susceptibilidade in vivo de insetos em plantas Bt, pode subestimar a 

presença de alelos r devido a falsos negativos, ou por falhar em detectar os verdadeiros alelos 

que não podem ser identificados por este método (ZHAO et al., 2002). Até o momento, 

apenas dois trabalhos para detecção de alelos de resistência aos biolarvicidas foram realizados 

a partir do uso de ferramentas moleculares, como a PCR (GAHAN et al., 2007; TABASHNIK 

et al., 2006). Nestes casos, a detecção é precisa, pois um alelo r, conhecido e caracterizado, 

pode ser identificado de forma direta em populações naturais. 

Neste estudo, foi identificado pela primeira vez, através da técnica de PCR, um alelo 

de resistência, previamente caracterizado em uma colônia de laboratório, em populações de 

Cx. quinquefasciatus de campo. O alelo cqm1-d19 foi detectado em duas populações naturais 

não tratadas, Varadouro e Peixinhos, em uma freqüência de 1,16 x 10-2 e 7,81 x 10-3 

respectivamente. Nenhuma larva da população de Fazenda Nova apresentou o alelo cqm1-d19 

dentre 265 indivíduos analisados. Modelos genéticos têm assumido freqüências iniciais de 

alelos de resistência no intervalo de 10-2 a 10-6, baseados em suposições sobre o balanço entre 

mutação e seleção (ROUSH; MCKENZIE, 1986). As freqüências do alelo cqm1-d19 

encontradas nas populações naturais não tratadas analisadas neste trabalho são altas, 
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considerando que são da ordem de 10-2 a 10-3, e mostram que o monitoramento da resistência 

é parte fundamental de um programa de controle. Porém, é preciso levar em consideração que 

uma possível explicação para a alta freqüência do alelo cqm1-d19 em Varadouro e Peixinhos 

é a sua localização na RMR, onde vários bairros têm sido alvos de tratamentos com o Bsp 

desde 1990 (REGIS et al., 1995, 2000; SILVA-FILHA et al., 2001, 2008). A área tratada no 

bairro de Água Fria está localizada a aproximadamente cinco e três quilômetros dos bairros de 

Varadouro e Peixinhos, respectivamente. Este fato pode indicar a existência de um fluxo de 

material biológico, ovos e/ou larvas do mosquito, e consequentemente fluxo gênico, bem 

como a possibilidade de uma exposição prévia ao biolarvicida nestas populações. Estas 

hipóteses explicariam a maior freqüência do alelo cqm1-d19 nestas áreas, reforçando a adoção 

de uma análise prévia ao uso do Bsp. Por outro lado, a população de Fazenda Nova está 

isolada geograficamente desta região, 180 Km, e isso poderia explicar a não detecção do alelo 

cqm1-d19 na amostra estudada. A análise nesta população será ampliada para confirmar se a 

freqüência deste alelo, em uma área sem histórico de utilização com o Bsp, realmente seria 

menor em relação às populações da RMR.  

Em relação à população de Água Fria, as freqüências do alelo cqm1-d19 após 13 e 24 

tratamentos com o Bsp de 6,94 x 10-2 e 5,55 x 10-2, respectivamente, foram claramente 

superior às áreas não tratadas. No entanto, esta alta freqüência do alelo não pôde ser associada 

às RR detectadas nos bioensaios, visto que as alterações observadas foram discretas. Este 

dado é importante, pois confirma a alta sensibilidade da PCR alelo-específica, e reforça a sua 

aplicação como método para avaliar a seleção da resistência em populações naturais. Os 

dados obtidos indicam que o alelo cqm1-d19 está sob pressão de seleção na população de 

Água Fria, correlacionada ao tratamento com o Bsp por um longo período. As freqüências do 

alelo cqm1-d19 encontradas neste trabalho nas populações tratadas e não tratadas foram 

semelhantes a algumas obtidas a partir de análises de F2 screen, para alelos r das toxinas Cry 

do Bt em populações de lepidópteros, na ordem de 10-2 a 10-3 (GÉNISSEL et al., 2003; 

GOULD et al., 1997; TABASHNIK et al., 2000; WENES et al., 2006). Nos dois estudos que 

aplicaram a PCR específica para detecção de alelos r em plantas Bt nas espécies de P. 

gossypiella e H. virescens, as freqüências foram bem inferiores, na ordem de 10-4 a 10-5 

(GAHAN et al., 2007; TABASHNIK et al., 2006). 

Os dados de expressão do receptor Cqm1 obtidos através de ensaios enzimáticos 

corroboraram aqueles obtidos das freqüências genotípicas, porém algumas inconsistências 

entre o genótipo e fenótipo de um mesmo indivíduo podem ocorrer. Deve-se lembrar que 

quatro eventos de mutação foram descritos para o gene cqm1 (DARBOUX et al., 2002, 2007; 
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ROMÃO et al., 2006) e a PCR utilizada neste trabalho é para detecção de apenas um destes 

alelos. Portanto, existe a possibilidade de alguns indivíduos não apresentarem a banda 

catalítica correspondente ao receptor Cqm1 e seus genótipos não discriminarem diferenças 

entre os alelos susceptível e resistente, pois o mecanismo que gera a ausência do Cqm1 pode 

ser conferido por um alelo distinto do cqm1-d19. Adicionalmente, seria possível ocorrer a 

detecção de indivíduos resistentes que expressam o receptor Cqm1 e o mecanismo de 

resistência não estar relacionado à ausência desta molécula no epitélio intestinal, como 

observado nas colônias SPHAE e TUNIS (NIELSEN-LEROUX et al., 1997, 2002). 

A comparação das freqüências genotípicas observadas e esperadas, utilizando o teste 

x
2, mostrou que a população de campo não tratada de Varadouro não estava em equilíbrio 

para o gene cqm1, devido ao baixo número de heterozigotos encontrados na amostra avaliada, 

mas se faz necessário uma análise de um número maior de indivíduos para confirmar ou não 

este resultado. Para a população de Água Fria, após 13 tratamentos, a amostra analisada não 

apresentou equilíbrio por causa do número alto de indivíduos homozigotos resistentes 

detectados, provavelmente por causa da forte pressão de seleção exercida no gene cqm1. Já na 

amostra analisada após 24 tratamentos (abril/07), há um equilíbrio populacional, apesar da 

alta freqüência do alelo cqm1-d19. Uma possível explicação para tal fato foi o surgimento de 

problemas operacionais no tratamento desde o final de 2006, que poderia ter resultado em 

uma menor pressão de seleção neste período (DA SILVA, comunicação pessoal)1. Além 

disso, outros agentes podem ter contribuído para a mudança nas freqüências genotípicas, tais 

como o tamanho populacional, taxas de migração e mutação, seleção, existência de refúgios 

não tratados, entre outros.   

Dada à existência de diferentes mutações no gene cqm1 e cpm1 que conferem 

resistência, a análise de seqüências do gene cqm1 foi realizada na tentativa de identificar 

outros polimorfismos relacionados a este aspecto. A partir das análises de seqüências de 15 

indivíduos de Cx. quinquefasciatus da população tratada de Água Fria (maio/07), foi 

caracterizada a ocorrência de dois alelos principais com base na substituição de 13 resíduos, 

um correlacionado à existência de uma dupla deleção no 2º íntron, e o outro à ausência desta 

deleção. Outros 11 alelos cujos polimorfismos são variações dos alelos 1 e 2, ocorrem em 

menor freqüência na população. Romão et al. (2006) identificaram 16 substituições de 

aminoácidos entre as α-glicosidases Cqm1 e Cpm1 das espécies de Cx. quinquefasciatus e 

Cx. pipiens. Considerando que foram analisadas apenas larvas de Cx. quinquefasciatus de 

                                                 
1Sinara Batista da Silva. Reunião de avaliação do Programa de Controle de Vetores da cidade do Recife, 2007.  
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uma mesma população, os dados deste trabalho mostram que o gene cqm1 é altamente 

polimórfico. Outro ponto a ser destacado, mas que precisa ser confirmado, foi a identificação 

de três alelos distintos obtidos de um mesmo indivíduo o que sugere a presença de um 

segundo loco para o gene cqm1. Apesar das alterações que foram observadas nas seqüências 

analisadas não levarem à resistência das larvas por mecanismos já conhecidos, é importante 

ressaltar que sete das 13 mudanças de aminoácidos ocorreram na parte C-terminal da 

molécula, entre as posições 430 e 556, região onde foram descritos os pontos de mutação que 

levam à resistência via perda da âncora GPI (DARBOUX et al., 2002, 2007; ROMÃO et al., 

2006). Algumas destas alterações poderiam levar à perda de funcionalidade da molécula a 

partir de mudanças estruturais no Cqm1, porém a presença de pelo menos cinco isoformas de 

α-glicosidases com funções sobrepostas compensaria alguma perda da atividade enzimática 

desta molécula, sem custos biológicos para o inseto (ROMÃO et al., 2006).  

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram a maior sensibilidade da 

abordagem molecular sobre os bioensaios para avaliar o risco de seleção de resistência. De 

acordo com os dados dos ensaios de susceptibilidade de larvas de Cx. quinquefasciatus ao Bsp 

observando-se as RR, nenhuma das quatro populações analisadas apresentaria alterações na 

susceptibilidade in vivo que indicassem indiscutivelmente a seleção da resistência. A partir 

destes ensaios não foi possível detectar os indivíduos heterozigotos presentes nas amostras de 

larvas, sobretudo aquelas sob forte pressão de seleção como em Água Fria, que por sua vez 

foram identificados pela PCR alelo-específica. Este método foi preciso em revelar o estado 

real de seleção dos alelos cqm1 e cqm1-d19 nas populações analisadas. No caso da população 

de Água Fria, que vem sendo tratada desde 2003, a freqüência do alelo cqm1-d19 foi muito 

superior comparada às áreas não tratadas corroborando a hipótese do efeito da pressão de 

seleção sobre a população, devido aos tratamentos com o Bsp realizados nesta área. Não 

houve nenhuma análise prévia quanto ao background genético da resistência nesta população 

e a exposição prolongada ao biolarvicida, sem o uso de estratégias de manejo da resistência, 

como a aplicação de outro agente capaz de eliminar os indivíduos com genótipo resistente ao 

Bsp, explicam a freqüência elevada do alelo cqm1-d19.  

A premissa adotada pelos programas de controle que assume que a freqüência inicial 

de alelos r é baixa não foi confirmada nas populações de Varadouro e Peixinhos. Estes dados, 

juntamente com outros obtidos a partir de estudos com plantas Bt, mostram que esta hipótese 

nem sempre é válida, devendo ser revisada para cada modelo e avaliada a partir de 

ferramentas que possam detectar diretamente alelos r. Portanto, as estratégias de manejo da 

resistência devem ser aperfeiçoadas e o uso de ferramentas moleculares para detecção direta 
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de alelos de r é um aspecto importante, sobretudo em modelos que esta característica é 

herdada de forma recessiva, devido à limitação do método de avaliação da susceptibilidade in 

vivo adotada na maioria dos casos. 

Os resultados deste trabalho reforçam a adoção do Manejo Integrado de Vetores 

(MIV) que preconiza a aplicação de métodos para a redução da densidade de mosquitos que 

incluem soluções definitivas, sobretudo para a eliminação de criadouros reais e potenciais. 

Além disso, de acordo com o perfil de susceptibilidade das populações, que pode ser avaliado 

a partir da freqüência inicial de alelos r, o uso de larvicidas específicos, em escala limitada, é 

outro ponto importante do MIV. Como foi possível avaliar a partir dos dados de freqüência 

alélica deste trabalho, o uso do Bsp em rotação com o Bti é necessário, visando eliminar os 

indivíduos com genótipo resistente para o Bsp, em face da ausência de resistência cruzada 

com este agente (MULLA et al., 2003; SILVA-FILHA; REGIS, 1997). O monitoramento da 

resistência através de ferramentas precisas para detecção de alelos r em baixas freqüências 

antes e durante o tratamento com o biolarvicida é essencial para o uso sustentável do agente 

de controle. A produção de biolarvicidas contendo como princípio ativo combinações de 

diferentes toxinas é outra abordagem interessante para evitar ou retardar o surgimento da 

resistência e que está em fase de desenvolvimento de modo similar ao que ocorre em 

cultivares mais recentes de Bt que expressam duas toxinas (ZHAO et al., 2003). Por fim, a 

conscientização e participação das comunidades envolvidas em programas de controle bem 

como incentivo dos setores públicos e privados são essenciais para que, juntamente com as 

outras ações, possam promover o êxito de programas de controle de mosquitos vetores. 
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10 CONCLUSÕES 
 

 

• O alelo cqm1-d19 foi detectado em duas populações naturais não tratadas da Região 

Metropolitana do Recife em uma freqüência elevada. 

 

• Na população de Fazenda Nova, o alelo não foi identificado sugerindo que em áreas 

sem nenhum histórico de utilização do Bsp a freqüência do alelo é mais baixa. 

 

• Na população de Água Fria, área tratada com o Bsp, a freqüência do alelo cqm1-d19 

foi 5,0 e 8,0 vezes mais elevada, em relação às populações não tratadas de Varadouro 

e Peixinhos, respectivamente, devido à pressão de seleção naquela área.  

 

• A PCR específica para detecção do alelo cqm1-d19 é uma ferramenta mais sensível, 

comparada aos bioensaios, para identificar indivíduos heterozigotos e homozigotos 

resistentes ao Bsp. 

 

• O gene cqm1 é altamente polimórfico principalmente na região C-terminal do receptor 

Cqm1, na qual foram encontradas mutações relacionadas à resistência previamente. 

 

• A adoção do uso do Bsp associado a outro agente de controle, como o Bti, é essencial 

para a sustentabilidade do programa de controle de vetores. 

 

• O monitoramento da susceptibilidade ao Bsp em populações de Cx. quinquefasciatus 

deve ser realizado, quando possível, a partir de ferramentas moleculares associadas 

aos bioensaios.  
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Apêndice C – Participação em cursos, congressos e resumos publicados 
 

1. Curso de curta duração em “Vector evolution, ecology and physiology: News approaches to 
help control.” Centro de Pesquisa René Rachou, CPQRR/FIOCRUZ, Belo Horizonte, 15 a 26 
de outubro de 2007. 
 
2. X Jornada Científica de Pós-graduação, Rio de Janeiro 2007.  
 
3. X Simpósio de Controle Biológico - SICONBIOL, Brasília, 2007. 
  
4. XXI Congresso Brasileiro de Entomologia, Recife-PE, 2006.  
 

Resumos publicados 
 

1. CHALEGRE, K. D. M., SILVA-FILHA, M. H. N. L. Freqüência de um alelo de resistência 
ao Bacillus sphaericus em uma população natural de Culex quinquefasciatus In: X Jornada 
Científica de Pós-graduação, 2007, Rio de Janeiro. Resumos da X Jornada Científica de 
Pós-Graduação, 2007.  
 
2. CHALEGRE, K. D. M., ROMÃO, T. P. A., BARROS, R. A., OLIVEIRA, C. M. F., de 
MELO-NETO, O. P., SILVA-FILHA, M. H. N. L. Freqüência de um alelo de resistência ao 
Bacillus sphaericus em uma população natural de Culex quinquefasciatus In: X Simpósio de 
Controle Biológico - SICONBIOL, 2007, Brasília. Anais do X SICONBIOL , 2007.  
 
3. CHALEGRE, K. D. M., AMORIM, L. B., OLIVEIRA, C. M. F., ROMÃO, T. P. A., de 
MELO-NETO, O. P., SILVA-FILHA, M. H. N. L. Molecular tools for detection and 
monitoring of an allele conferring Bacillus sphaericus resistance in Culex quinquefasciatus 
In: 40th Annual Meeting of the Society for Invertebrate Pathology, 2007, Quebec. Abstracts 
of the 40th Annual Meeting of the Society for Invertebrate Pathology, v.1. p.102–102, 
2007. 
 
4. CHALEGRE, K. D. M., ROMÃO, T. P. A., de MELO-NETO, O. P., SILVA-FILHA, M. 
H. N. L. Molecular tools to detect the resistance of Culex quinquefasciatus to the 
bioinsecticide Bacillus sphaericus In: XXXVI Annual Meeting of the Brazilian Society for 
Biochemistry and Molecular Biology and the X IUBMB, 2007, Salvador. Abstracts of the 
XXXVI Annual Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular 
Biology and the X IUBMB, p. D93 - D93, 2007. 
 
5. CHALEGRE, K. D. M., ROMÃO, T. P. A., FERREIRA, L. M., OLIVEIRA, C. M. F., de 
MELO-NETO, O. P., SILVA-FILHA, M. H. N. L. Avaliação da expressão do receptor da 
toxina binária do biolarvicida Bacillus sphaericus em larvas de Culex quinquefasciatus 
(diptera: culicidae) In: XXI Congresso Brasileiro de Entomologia, 2006, Recife-PE. Anais do 
XXI Congresso Brasileiro de Entomologia, 2006.  
 
6. CHALEGRE, K. D. M., Anastácio, D. B., OLIVEIRA, C. M. F., ROMÃO, T. P. A., 
Barbosa, R. M. R, REGIS, L. N., de MELO-NETO, O. P., da SILVA, S. B., HIBI, S., SILVA-
FILHA, M. H. N. L. Monitoramento da susceptibilidade de populações de Culex 
quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) ao biolarvicida Bacillus sphaericus In: XXI Congresso 
Brasileiro de Entomologia, 2006, Recife-PE. Anais do XXI Congresso Brasilieiro de 
Entomologia, 2006. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

