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RESUMO  

 

O Lysinibacillus sphaericus é um agente eficaz no controle biológico de mosquitos. A ação 

inseticida desta bactéria é causada pela ação da toxina binária com receptores específicos 

presentes no microvilli intestinal de larvas de espécies de mosquitos suscetíveis. Este receptor 

foi caracterizado em Culex quinquefasciatus como uma α-glicosidase denominada de Cqm1, e 

em Anopheles gambiae como Agm3. A investigação de proteínas ortólogas à Cqm1 e Agm3 

em outras espécies de Anopheles spp. ainda é uma lacuna científica e poderá trazer novas 

perspectivas de uso do L. sphaericus no controle de vetores e aprofundar o conhecimento sobre 

o modo de ação do larvicida em espécies importantes. Dessa forma, o projeto tem como objetivo 

identificar α-glicosidases ortólogas à Cqm1 em espécies de Anopheles spp. e avaliar seu 

potencial de agirem como receptores da toxina binária do L. sphaericus, através de uma análise 

in silico da sua potencial interação à toxina Bin. Para isso, DNAs de sete espécies de Anopheles 

spp. do Brasil, coletados de uma região onde houve um surto de malária fora da região 

endêmica, foram extraídos e os potenciais genes ortológos ao gene cqm1 foram amplificados e 

clonados em vetor pGEM T-easy. Os genes dos constructos foram sequenciados e analisados 

in silico quanto a presença de polimorfismos, glicosilações, epítopo de ligação à Bin e predição 

de estrutura das proteínas. A potencial interação das respectivas proteínas com a toxina binária 

foi avaliada in silico por meio de docking molecular, destacando possíveis regiões de interação 

em comparação com as α-glicosidases já descritas na literatura. Como resultados, obtivemos as 

sequências parciais dos genes e de suas respectivas proteínas ortólogas à Cqm1 de sete espécies 

de Anopheles spp. que apresentaram alta identidade com a Cqm1 (>70%) e com sua ortóloga 

Agm3 (>80%). A região S129-A312, descrita como uma região de ligação à toxina Bin em 

Cqm1, está parcialmente conservada entre as espécies de Anopheles spp. As estruturas proteicas 

foram preditas, para então ser realizada a avaliação da interação molecular com a toxina Bin. 

Os resultados de docking evidenciaram variações nos sítios e aminoácidos de potencial 

interação in silico de todas as sete proteínas de Anopheles, porém, todas as espécies (An. 

aquasalis, An. braziliensis, An. albitarsis, An. minor, An. triannulatus An. argyritarsis e An. 

sawyeri) apresentaram modelos de interação à aminoácidos da toxina binária semelhantes 

àqueles que interagem com a Cqm1, evidenciando que, de acordo com os resultados obtidos, as 

espécies citadas poderiam apresentar interação à Bin. Dessa forma, o trabalho contribuirá na 

construção de conhecimentos acerca da caracterização de potenciais receptores da toxina Bin 

do L. sphaericus em espécies de Anopheles do Brasil, e os níveis de energia livre apresentadas 

no docking sugerem a capacidade de ligação entre as proteínas ortólogas à Cqm1 e a toxina Bin 

in vivo.  

 

Palavras-chave 

Receptores celulares; Toxina binária; Alfa-glicosidases; Anopheles spp.; Docking molecular.  
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ABSTRACT 

 

Lysinibacillus sphaericus is an effective agent in the biological control of mosquitoes. The 

insecticidal action of this bacterium is caused by the action of the binary toxin with specific 

receptors present in the intestinal microvilli of larvae of susceptible mosquito species. This 

receptor was characterized in Culex quinquefasciatus as an α-glycosidase nominated Cqm1, 

and in Anopheles gambiae as Agm3. The investigation of orthologous proteins to Cqm1 and 

Agm3 in other species of Anopheles spp. is still a scientific gap and could bring new 

perspectives for the use of L. sphaericus in vector control and deepen the knowledge about the 

mode of action of the larvicide in important species.Thus, the project aims to identify α-

glycosidases orthologous to Cqm1 in Anopheles spp. and to evaluate their potential as L. 

sphaericus Binary toxin receptors, trough the evaluating of their potential binding interaction 

to Bin toxin in silico. For this, DNAs from seven species of Anopheles spp. from Brazil, 

collected from a region where there was an outbreak of malaria outside the endemic region, 

were extracted and the potential genes orthologous to the cqm1 gene were amplified and cloned 

in pGEM T-easy vector. The construct genes were sequenced and analyzed in silico for the 

presence of polymorphisms, glycosylations, Bin-binding epitope and protein structure 

prediction. The potential interaction of the respective proteins with the binary toxin was 

evaluated in silico by molecular docking, highlighting possible regions of interaction in 

comparison with the α-glycosidases already described in the literature. As a result, we obtained 

the partial sequences of genes and their respective orthologous proteins to Cqm1 of seven 

species of Anopheles spp. which showed high identity with Cqm1 (>70%) and with its ortholog 

Agm3 (>80%). The S129-A312 region, described as a Bin toxin binding region in Cqm1, is 

partially conserved among Anopheles spp. The protein structures were predicted, and then the 

evaluation of the molecular interaction with the Bin toxin was carried out. The docking results 

showed variations in the sites and amino acids of potential in silico interaction of all seven 

Anopheles proteins, however, all species (An. aquasalis, An. braziliensis, An. albitarsis, An. 

minor, An. triannulatus An. argyritarsis and An. sawyeri) showed models of interaction with 

binary toxin’s amino acids similar to those that interact with Cqm1, showing that, according to 

the results obtained, the species mentioned could show interaction with Bin. In this way, the 

work will contribute to the construction of knowledge about the characterization of potential 

receptors of the Bin toxin of L. sphaericus in Anopheles species from Brazil, and the levels of 

free energy presented in the docking suggest the binding capacity between the orthologous 

proteins to Cqm1 and the Bin toxin in vivo. 

 

Keywords 

Cell receptors; Binary Toxin; Alpha-glycosidase; Anopheles spp.; Molecular docking.  
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1 INTRODUÇÃO  

 

 A malária é uma importante doença parasitária que acomete uma grande quantidade de 

indivíduos anualmente, sendo considerada um grave problema de saúde pública em vários 

países. É causada por protozoários do gênero Plasmodium spp., que são transmitidos ao ser 

humano por meio da picada das fêmeas de mosquitos do gênero Anopheles spp., encontrados 

principalmente em regiões tropicais e subtropicais devido ao seu ciclo de vida. No Brasil, a 

Região Amazônica é considerada endêmica para a malária devido à inúmeros fatores, dentre 

eles, fatores ambientais que favorecem a proliferação do mosquito vetor e a manutenção da 

infecção local. Porém, em 2019 foram registrados casos de transmissão local em regiões não 

endêmicas no estado da Paraíba, evidenciando a necessidade mais estudos. 

 Devido ao uso indiscriminado de inseticidas químicos, muitas espécies de mosquitos, 

incluindo mosquitos do gênero Anopheles, apresentam seleção de resistência em campo, 

culminando em dificuldades no controle vetorial de determinadas espécies. Além disso, alguns 

inseticidas possuem ação residual e capacidade de atingir espécies não-alvo, sendo prejudiciais 

ao ambiente. Diante desta dificuldade, houve um aumento nos estudos que buscam novas 

alternativas de controle vetorial, e uma delas é o uso de larvicidas biológicos com base em 

bactérias entomopatógenas, do gênero Bacillus com ação seletiva sobre dípteros, que possuem 

perfil de ação específico. 

As bactérias mais estudadas e utilizadas para o controle de mosquitos são Bacillus 

thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) e Lysinibacillus sphaericus, devido, dentre outros 

atributos, à sua especificidade de ação, facilidades de produção e armazenamento. O L. 

sphaericus já vem sendo utilizado com êxito no combate ao Culex quinquefasciatus no Brasil, 

principalmente nos estados de São Paulo e Pernambuco, e ambas as bactérias são utilizadas 

contra Anopheles spp. em algumas regiões endêmicas da África Subsaariana e no Brasil. 

Tratam-se de bactérias Gram positivas, saprófitas e esporulantes, que possuem ação tóxica 

durante o estágio larval de alguns dípteros, por meio de cristais proteicos que contém 

protoxinas, que ao serem ingeridos pelas larvas de mosquitos, são solubilizados em pH 

intestinal alcalino e as protoxinas são ativadas por meio de ação proteolítica de enzimas 

digestivas. Uma vez ativada, as toxinas se ligam a receptores presentes no microvilli intestinal 

das larvas, causando vários efeitos citopatológicos.  

 O principal fator inseticida do L. sphaericus é a toxina binária (Bin). A protoxina Bin é 

um heterodímero composto por duas proteínas sintetizadas de forma equimolar e que atuam em 

sinergia, BinA e BinB, onde a primeira é responsável pela atividade tóxica, e a segunda pela 
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ligação aos receptores específicos no epitélio intestinal. A ligação aos receptores é uma etapa 

determinante, já que a toxicidade depende da interação e reconhecimento do receptor pela 

toxina Bin. Esses receptores foram identificados como α-glicosidases (EC 3.2.1.20), proteínas 

de membrana responsáveis pela digestão de carboidratos, e já foram descritos em Culex pipiens 

(Cpm1), Culex quinquefasciatus (Cqm1) e Anopheles gambiae (Agm3), respectivamente, onde 

apresentam-se como proteínas de ~60 kDa ligadas à membrana por uma âncora do tipo glicosil-

fosfatidilinositol (GPI).  

 Análises in silico conduzidas com o genoma já disponível de Anopheles darlingi, 

pertencente ao mesmo subgênero das principais espécies de Anopheles brasileiras, 

possibilitaram a detecção de um gene que codifica para uma α-glicosidase, ortóloga a já descrita 

em Culex, apresentando considerável similaridade e identidade. Diante do achado, o presente 

estudo teve como principal objetivo identificar e caracterizar outros genes de proteínas 

ortólogas ao receptor clássico da toxina Bin em C. quinquefasciatus (Cqm1) em sete espécies 

de Anopheles spp. do Brasil, e avaliar in silico possíveis perfis de ligação das sete proteínas à 

toxina binária do L. sphaericus por análise de docking molecular. Essas espécies foram 

coletadas em local onde ocorreu um surto extra-amazônico, e apesar de se saber a importância 

do uso do L. sphaericus para controle de espécies de anofelinos, pouco se sabe sobre essa 

interação, sendo fundamental aprofundar os estudos sobre a caracterização de possíveis 

receptores do larvicida. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  

 

2.1 Malária  

 

Um dos grandes desafios atuais na saúde pública são os crescentes casos de malária, 

doença causada por protozoários pertencentes ao gênero Plasmodium e que tem como principais 

agravantes a alta morbidade e considerável mortalidade, principalmente em indivíduos 

imunocomprometidos. Trata-se de uma doença parasitária transmitida por vetor, com mais seis 

espécies de Plasmodium envolvidas na infecção humana, e entre elas as mais prevalentes são 

Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale e Plasmodium malariae 

(ASHLEY et al., 2018). Aproximadamente 90 países são vulneráveis à transmissão da malária, 

principalmente em regiões tropicais e subtropicais devido ao ciclo de vida dos mosquitos do 

gênero Anopheles, os quais são os principais vetores envolvidos no ciclo de transmissão da 

doença (WHO, 2020).  

 

Figura 1 – Mapa mundial da malária.  

 

Fonte: Center for Disease Control and Prevention, 2020, disponível em 

https://www.cdc.gov/malaria/about/distribution.html. Adaptado pela autora.  
Legenda: Mapa mundial com perfil de ocorrência de casos de malária.  

 

No ano de 2019, foram registrados 229 milhões de casos de malária ao redor do mundo, 

onde 409 mil destes evoluíram para óbito. Crianças com menos de 5 anos são o grupo mais 

A transmissão de malária não é conhecida 

A transmissão de malária ocorre em alguns locais 

A transmissão de malária ocorre na maioria dos locais 

https://www.cdc.gov/malaria/about/distribution.html
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vulnerável, e apesar da distribuição mundial, mais de 90% dos casos se concentram no 

continente Africano (WHO, 2020). No Brasil, a principal área endêmica é a região Amazônica, 

que possui condições ambientais favoráveis ao desenvolvimento do vetor, agravadas pela 

escassez de acesso aos serviços de saúde para os indivíduos residentes no local (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2010). Em 2019, foram registrados casos da doença fora da região Amazônica, 

sem transmissão residual, nos estados do Piauí, Paraná e em regiões de Mata Atlântica. Cerca 

de 20 casos de transmissão autóctone foram registrados no estado da Paraíba, onde confirmou-

se a infecção por malária de indivíduos residentes no estado (SESPA, 2019). 

O ciclo de vida das espécies de Plasmodium que infectam humanos contam com uma 

fase sexual exógena que ocorre nos mosquitos fêmeas, denominada de esporogônica, e uma 

fase assexuada endógena, que ocorre nos hospedeiros vertebrados, denominada de 

esquizogônica, conforme mostrado na Figura 2 (ROSSATI et al, 2016). A fase exógena do ciclo 

se inicia com a ingestão de gametócitos durante o repasto sanguíneo da fêmea de anofelino, que 

ao chegarem no lúmen intestinal do mosquito diferenciam-se em microgametócito e 

macrogametócito, e após a fecundação formam zigotos diplóides, que evoluem para oocinetos 

móveis capazes de atravessar a matriz peritrófica e atingir a parede do epitélio intestinal, 

transformando-se em oocistos, responsáveis pela posterior liberação de esporozoítos, formas 

infectantes que serão inoculadas no hospedeiro vertebrado (GOSH et al, 2000).  

A fase endógena se inicia após a picada do mosquito fêmea infectado inoculando 

juntamente com a saliva as formas infectantes na corrente sanguínea do hospedeiro vertebrado, 

que migram para hepatócitos e iniciam o ciclo exoeritrocítico. O parasita transforma-se na 

forma esquizonte, com posterior rompimento e liberação de centenas de merozoítos, que serão 

transportados para a corrente sanguínea, dando início ao ciclo eritrocítico (GOSH et al, 2000). 

Os merozoítos adentram os eritrócitos por meio de interação com proteínas de superfície, e após 

invadir evoluem para a forma de trofozoítos, que podem evoluir para a forma de esquizonte e 

liberar mais merozoítos, dando continuidade ao ciclo assexuado, ou se diferenciar nas formas 

sexuais, os gametócitos, que serão ingeridos durante o repasto sanguíneo do mosquito iniciando 

novamente o ciclo (ORFANÓ, 2016).  
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Figura 2 – Desenho esquemático do ciclo de infecção do parasita Plasmodium falciparum.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, utilizando a ferramenta BioRender (https://www.biorender.com).  

Legenda: Ciclo de infecção do P. falciparum, destacando os ciclos esporogônico, exoeritrocítico e eritrocítico.  

 

 A malária é uma doença sistêmica, que tem grande parte dos seus sintomas associados 

a anóxia de tecidos, causada devido a diminuição do transporte de oxigênio após a destruição 

eritrocítica que ocorre durante a esquizogonia, onde os merozoítos rompem as hemácias para 

dar continuidade ao ciclo (MILNER, 2018). O período de incubação varia para cada espécie de 

Plasmodium, podendo durar de 12 a 30 dias. Os casos irão se dividir em não-complicados e 

severos, onde os primeiros apresentam sintomas não-específicos, como febre com intervalos 

regulares, calafrios, dores no corpo, dores de cabeça e diarreia. Já os casos severos vão incluir 

acometimentos mais graves, geralmente provocados pelo P. falciparum, como malária cerebral, 

lesão pulmonar aguda, e lesão renal aguda causada por necrose tubular e acidose (ASHLEY et 

al, 2018; MILNER, 2018).  

 O diagnóstico laboratorial geralmente é solicitado após suspeita de exame clínico, 

principalmente em áreas endêmicas, e envolve a pesquisa da presença do Plasmodium no 

sangue do paciente. Pode ser feito por meio de diagnóstico através de microscópio 

convencional, como coloração de estiraços de sangue ou método da gota espessa, métodos 

https://www.biorender.com/
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sorológicos rápidos que são desenvolvidos para detectar anticorpos no soro do paciente, como 

a imunofluorescência, que não substitui a confirmação por outro método, e o diagnóstico 

molecular, como o uso da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), que possui alta sensibilidade 

e especificidade e garante maior fidelidade ao diagnóstico (TANGPUKDEE et al, 2009).   

Em 2021 foi aprovada a utilização da primeira vacina contra malária em crianças da 

África Subsaariana. A RTS,S/AS01 (RTS,S) tem ação contra P. faliparum, e será uma 

importante ferramenta para o combate do parasita (WHO, 2021). Mesmo com as novas 

perspectivas de combate ao parasita, outros métodos precisam ser utilizados para controle e 

redução dos casos de malária, como correto tratamento de indivíduos infectados, e a diminuição 

da transmissão por meio de medidas de controle populacional de vetores, através da eliminação 

dos criadouros e da redução da população adulta de anofelinos. Os métodos mais utilizados 

consistem no uso de inseticidas químicos, porém, estes possuem ação inespecífica podendo agir 

em espécies não-alvo, além de problemas que envolvem seleção de resistência nos mosquitos, 

fazendo-se assim necessário o manejo de resistência com métodos alternativos de controle 

(OGUNAH et al., 2020). 

 

2.2 O gênero Anopheles 

 

Os principais vetores da malária são mosquitos pertencentes a família Culicidae, 

subfamília Anophelinae e gênero Anopheles. O gênero envolve cerca de 480 espécies, e destas, 

aproximadamente 80 foram podem transmitir a malária humana, além daquelas que já foram 

descritas com ação vetorial de microfilárias (HARBACH, 2008; RAGHAVENDRA, K. et al, 

2011; ORFANÓ, 2016). As espécies são divididas em oito subgêneros, onde os três principais 

são Anopheles (185 espécies), Cellia Theobald (1901) (224 espécies) Nyssorhynchus Blanchard 

(1902) (40 espécies), e estes se subdividem em Seções, Séries e Grupos (HARBACH, 2008). 

A organização das espécies se baseia em características taxonômicas básicas, além de 

características filogenéticas (HARBACH, 2013).  

Na classificação taxonômica, as espécies podem ser subdividas em complexos. A maior 

parte das espécies com importante ação vetorial pertencem aos complexos, que podem incluir 

espécies sem ação vetorial, facilitando o estudo do processo de evolução destas espécies, e o 

entendimento do papel de cada uma na transmissão do parasita (BARRÓN et al., 2019). Um 

dos principais é o Complexo Anopheles gambiae sensu lato (s.l.), que engloba três dos 

importantes vetores da malária, principalmente no Continente Africano, Anopheles gambiae 

sensu strictu (s.s.), Anopheles arabiensis e Anopheles coluzzi (FONTAINE et al., 2015).  
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O reconhecimento das diferentes espécies ou complexos também pode ser realizado por 

técnicas moleculares com ampliação de marcadores específicos, como por exemplo para DNA 

ribossômico ou mitocondrial, onde, principalmente o último, apresenta considerável 

compatibilidade com a classificação taxonômica convencional. Esse reconhecimento das 

espécies é importante para se compreender características comportamentais, como horários de 

atividade hematofágica ou características domiciliares, e traçar perfis de metodologia de 

controle específicas (CHOOCHOTE & SAEUNG, 2013; FOSTER, 2017).  

O continente Africano, que apresenta o maior índice de casos de malária, apresenta uma 

grande variedade de espécies. A África Subsaariana, onde são registrados maiores níveis de 

transmissão, apresenta maior presença de vetores do Complexo An. gambiae (s.l.), como An. 

gambiae (s.s.), Anopheles arabiensis e Anopheles merus. Outro importante vetor do continente 

é o An. funestus (Figura 3) (SINKA, 2013). Com ênfase nas regiões de América Central e do 

Sul, o maior índice de transmissão localiza-se na bacia amazônica, do Brasil, Colômbia, Peru e 

Venezuela (WHO, 2020). Entre os principais vetores dessa área encontram-se as espécies 

Anopheles darlingi, espécies do complexo Anopheles albitarsis (como Anopheles albitarsis s.s. 

e Anopheles marajoara), Anopheles albimanus e Anopheles aquasalis (CONN et al., 2013).  
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Figura 3 – Distribuição global de algumas espécies de Anopheles vetoras da malária. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Malária Atlas Project, 2010, disponível em https://malariaatlas.org/.  
Legenda: Mapa com distribuição mundial de espécies de Anopheles, com divisão por continentes.  

https://malariaatlas.org/
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Os mosquitos do gênero Anopheles são preferencialmente zoofílicos e crepusculares, 

mas na ausência dos hospedeiros preferenciais ou quando estão em alta densidade as fêmeras 

realizam repasto sanguíneo em humanos (antropofílicos) com dada frequência. A alimentação 

durante a fase adulta depende da ingestão de carboidratos, principalmente de seivas, flores e 

frutos, e somente as fêmeas realizam hematofagia, necessária para o desenvolvimento dos ovos 

(CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). Os mosquitos são holometábolos, ou seja, possuem 

metamorfose completa, passando pelos estágios de ovo, larva (4 estádios: L1, L2, L3 e L4), 

pupa e adulto (BEATY & MARQUADART, 1996). 

As fêmeas depositam seus ovos em superfície aquática, sendo postos de forma isolada 

apresentando flutuadores. Os mesmos eclodem após 48 horas e culminam no primeiro estádio 

larval, que é seguido dos demais (L2-L4), sendo o estágio totalmente finalizado após 

aproximadamente oito dias. As larvas se alimentam através de filtração de matéria orgânica 

disponível no ambiente aquático, e morfologicamente são desprovidos de sifão respiratório, 

característica presente na subfamília Anophelinae, nos quais existe um conjunto de placas 

esclerotizadas chamado aparato espiracular (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).  

O próximo estágio é o de pupa, que se apresenta em forma de vírgula e não se alimenta, 

podendo permanecer nesta fase até três dias até completar a metamorfose em mosquito adulto. 

A fase adulta dura aproximadamente 2 meses, e as fêmeas neste período podem realizar de 4 a 

5 oviposições. A postura dos ovos das fêmeras de Anohpeles é realizada em locais 

preferencialmente com água pouco agitada, onde o tipo de água para cada criadouro pode diferir 

entre as espécies, que pode ser gaseificada, salobra ou até mesmo acumulada em troncos de 

árvore (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; ROMÃO, 2006).  

 

Figura 4 – Ciclo de vida do mosquito Anopheles sp.  
 

 

Ciclo de vida de ~10 dias 
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Fonte: Elaborado pela autora, utilizando a ferramenta BioRender (https://www.biorender.com). 

Legenda: Ciclo do mosquito Anopheles, com ilustrações dos 4 estágios de vida. 

 

2.3 Espécies de Anopheles importantes no âmbito da Saúde Pública  

 

Em várias regiões do continente Africano, algumas espécies se mostram predominantes, 

principalmente as que integram o complexo Anopheles gambiae (s.l.), como é o caso do An. 

arabiensis (PATTON, 1905) e An. gambiae s.s. (GILES, 1902) (Diptera: Culicidae), onde 

ambos são pertencentes ao subgênero Cellia, e apesar de participarem do mesmo complexo, 

podem apresentar hábitos distintos. An. arabiensis é exofílico, tem preferência a ambientes 

externos (silvestre, semi-silvestre ou rural) mais secos, porém podem invadir ambientes 

internos, dependendo da disponibilidade de alimento. Já An. gambiae s.s é endofílico, com 

preferência por ambientes mais úmidos, perfil antropofílico, com possibilidade de atividade 

zoofílica (HEMMING-SCHRODER et al., 2020; WHO, 2020).  

Os maiores níveis de transmissão de malária ocorrem principalmente em regiões 

temperadas, tropicais e subtropicais do mundo, e no Brasil, mais de 99% dos casos se 

concentram na região Amazônica. Encontram-se aproximadamente 55 espécies frequentes no 

país, entre elas Anopheles darlingi, An. aquasalis, An. albitarsis (s.l), An. cruzii e espécies 

secundárias como o An. oswaldoi, An. triannulatus e An. braziliensis, sendo os subgêneros mais 

prevalentes o Nyssorhynchus e o Kerteszia (HARBACH, 2008; PIMENTA et al., 2015). 

Anopheles darlingi (ROOT, 1926) (Diptera: Culicidae) pertence ao gênero Nyssorhynchus 

e é encontrado predominantemente em regiões de baixa altitude, associadas a florestas e regiões 

com cursos d’água em diversos países da América do Sul, incluindo o Brasil, onde não será 

encontrado apenas em regiões secas do Nordeste e regiões no extremo Sul (CONSOLI & 

OLIVEIRA, 1994). É considerado o vetor mais efetivo da malária em sua região de predomínio, 

e possui uma alta adaptabilidade de reprodução em depressões artificiais de água, além de ter 

um comportamento de alimentação oportunista (CONN & RIBOLLA, 2016). 

Anopheles aquasalis (Diptera: Culicidae) é um mosquito do gênero Anopheles e subgênero 

Nyssorhynchus, e foi descrito pela primeira vez no Panamá, América Central (CURRY, 1932). 

Tem preferência por ambientes aquáticos com considerável salinidade e por isso encontra-se 

predominantemente em faixas litorâneas, tendo apresentação nas Américas Central e do Sul. 

No Brasil pode ser encontrado distante do litoral quando o solo da região é rico em cloretos, 

como é o caso do sertão nordestino (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). Apesar de ser 

predominantemente silvestre, pode ser encontrado em ambiente doméstico quando em alta 

https://www.biorender.com/
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densidade. É considerado o terceiro vetor que mais transmite malária no Brasil, após An. 

darlingi e espécies do complexo An. albitarsis, além de ter sido descrito como vetor secundário 

do nematódeo Wuchereria bancrofti (CARLOS et al., 2019).   

O complexo Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis conta com 5 espécies confirmadas, entre 

elas An. albitarsis s.s (LYNCH-ARRIBALZAGA, 1878) e An. marajoara (GALVÃO & 

DAMASCENO, 1942) (Diptera: Culicidae), e aparentemente o grupo está envolvido com a 

transmissão de malária na América do Sul (FOLEY, 2014). São espécies encontradas 

preferencialmente em regiões costeiras e florestas de várzea, principalmente em estações 

chuvosas, com características preferencialmente zoofílicas. A espécie An. marajoara, presente 

também no território brasileiro, já foi descrita infectada por Plasmodium vivax e P. falciparum 

(ZÚÑIGA et al., 2021).  

Além das espécies citadas acima, muitas outras são descritas como vetores secundários da 

malária no país. Entre elas encontram-se An. braziliensis (CHAGAS, 1907) e An. triannulatus 

s.s (NEIVA & PINTO, 1922), ambos do subgênero Nyssorhynchus. O primeiro encontra-se 

principalmente em regiões mais distantes do litoral atlântico, sendo exofílico e zoofílico, e já 

foi descrito em atividade de repasto sanguíneo durante o dia. Já o segundo encontra-se em 

regiões centrais do país, com oviposição em lagoas com vegetação flutuante, com perfil 

zoofílico, mas podendo atacar o homem. Ambos não são considerados vetores principais, mas 

continuam sendo alvo de estudos sobre sua capacidade de transmissão do Plasmodium 

(CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).  

 

2.4 Controle populacional de mosquitos 

 

O controle populacional de mosquitos vetores é uma ferramenta importante para 

interromper o ciclo de transmissão de várias doenças, como exemplo a dengue e a malária, que 

são doenças que persistem por várias razões, entre elas temos limitação em vacinação ou falhas 

de tratamentos (WILSON, 2020). O aumento da globalização, mudanças climáticas e 

desmatamento contribuem para a disseminação dessas doenças. O foco principal dos métodos 

de controle é diminuir a população do vetor ou eliminar o contato dos mosquitos com o ser 

humano, apesar dos desafios enfrentados em relação aos aspectos biológicos dos mosquitos que 

são desfavoráveis para este controle como fácil adaptação ambiental, alta taxa reprodutiva e 

curto tempo de vida (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; JOSHI & MILLER, 2021).  

Como consequência da presença das doenças transmitidas por vetores, ao longo dos 

anos foram utilizados os mais variados tipos de controle, e em meados dos anos 1900, iniciaram-
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se algumas metodologias, principalmente envolvendo manejo ambiental. Na era pós-guerra, 

nos anos de 1950, iniciou-se o uso de inseticidas químicos com ação residual, os organoclorados 

dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), tornando a erradicação da malária uma possibilidade real. 

Desde seu surgimento, houve um grande impacto na diminuição de casos de malária, 

principalmente nas regiões endêmicas, como na África Subsaariana, mas teve seu uso banido 

devido seus efeitos ambientais adversos e seu potencial de risco à saúde humana (BHAAT, 

2016; WILSON et al., 2020).  

Atualmente, entre as ferramentas mais utilizadas dentro de uma divisão ampla, 

encontram-se aquelas baseadas em métodos químicos e não-químicos, que podem atingir 

formas imaturas, como larvicidas e manipulação de habitat, ou formas adultas, que são os 

adulticidas. Entre estes encontram-se metodologias para atingir diretamente o vetor, como 

pulverização residual interna (IRS – Indoor residual spraying) ou espacial, ou para evitar o 

contato do vetor ao ser humano, com o uso de repelentes e mosquiteiros impregnados com 

inseticidas (ITNs - Insecticide-treated nets) (WILSON et al., 2020).  

Mesmo com o grande impacto do uso de pulverização residual de inseticidas de síntese 

e de mosquiteiros e redes tratadas com inseticidas, na última década foram registrados muitos 

casos de malária, em consequência de algumas limitações, como a resistência dos mosquitos 

aos inseticidas químicos, problemas na eficácia operacional, custo considerável e barreiras 

biológicas comportamentais, como exemplo, de mosquitos que realizam seu repasto sanguíneo 

ao ar livre (KILLEEN et al., 2017). Além disso, tais inseticidas podem apresentar efeitos 

residuais adversos em espécies não-alvo e como exemplo, o acúmulo em órgãos e tecidos de 

seres humanos, com probabilidade de acarretar consequências futuras aos indivíduos expostos 

(RAGHAVENDRA et al., 2011).  

Considerando as limitações citadas, atualmente é recomendado o uso do Manejo 

Integrado de Vetores (MIV), onde são avalidas evidências e utilizadas estratégias integradas 

selecionadas previamente de acordo com diversas variáveis, epidemiológicas e entomológicas, 

com a utilização de métodos de controle inseticidas e não-inseticidas (WILSON et al., 2020). 

É necessário que a aplicação seja baseada em evidências, que podem ser formadas 

progressivamente e alteradas ao longo da aplicação dos programas de controle. Essa alternativa 

é importante para controle de Anopheles, considerando que o uso de métodos únicos não se 

mostra mais eficaz (KILLEEN et al., 2017).  
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2.5 Controle químico de Anopheles spp. e resistência 

 

Os inseticidas de síntese, desde o seu advento, tornaram-se o principal método de 

controle para mosquitos Anopheles no mundo, com utilização principal de mosquiteiros tratados 

com inseticidas e pulverização residual interna. Desde então, o uso prolongado destes 

inseticidas resultou na seleção de diversos mecanismos de resistência, principalmente em 

mosquitos de áreas endêmicas, como é o caso de países africanos (RANSSON & LISSENDEN, 

2016), mas esses perfis podem ser encontrados em diferentes países ao redor do mundo, para 

diferentes espécies de Anopheles, conforme apresentado no Quadro 1.  

Entre os anos de 2010 e 2017, mais de 85% dos países, com dados relatados para 

malária, constam de resistência vetorial a pelo menos uma classe de inseticidas, principalmente 

aos piretróides, bastante utilizados em ITNs em países africanos (WHO, 2018). Os principais 

mecanismos de resistência em mosquitos incluem mudanças nos alvos dos inseticidas, 

detoxificação mais rápida desses xenobióticos por ação de enzimas detoxificadoras e 

modificações na espessura da cutícula por penetração reduzida (MINETTI et al., 2020). 

 

Quadro 1 – Casos de resistência a inseticidas químicos em algumas espécies de Anopheles spp. 

 

Inseticida 

Químico 

Localidade Espécies-alvo Resistência Referência 

Piretróides/ 

Organoclorados 

Benim An. gambiae 

(s.l.) 

Principalmente 

mutações kdr (gene 

de resistência 

knockdown) 

Corbel et al. (2007) 

Piretróides/ 

Organoclorados/  

Carbamatos 

Sudão An. arabiensis Mutações kdr  Matambo et al. 

(2007) 

Piretróides Nigéria Anopheles 

funestus 

Enzimas de 

detoxificação e 

mutações kdr 

Ononamadu et al. 

(2020) 

Piretróides/ 

Organoclorados 

Tailândia   Anopheles 

hyrcanus (s.l.) 

Enzimas de 

detoxificação 

Sumarnrote et al. 

(2020) 

Piretróides/ 

Organoclorados 

Coréia do Sul Anopheles 

sinensis (s.s.) 

Mutações kdr  Kang et al. (2012) 

Piretróides/ 

Organoclorados/ 

Malation 

Índia Anopheles 

culicifacies (s.l.) 

Mutações kdr para 

piretróides e DDTs, 

Singh et al. (2010), 

Karemi et al. 

(2021)  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Chareonviriyaphap+T&cauthor_id=12831135
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enzimas conferindo 

resistência metabólica 

Malation/ 

Organoclorados 

Sri-Lanka An. culicifacies/ 

Anopheles 

subpictus 

Alteração no alvo do 

inseticida e enzimas 

de detoxificação 

Kelly-Hope et al. 

(2005) 

Piretróide/ 

Organoclorados/  

 Pirimifós-

Metílico 

México Anopheles 

albimanus 

Enzimas de 

detoxificação 

Dzul et al. (2007) 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

Especificamente para o complexo Anopheles gambiae (s.l)., foram descritos uma série 

de casos associados à resistência a piretróides (INGHAM, 2018). Os casos de resistência a 

piretróides em Anopheles funestus, que antes se detinham a poucos países africanos, passaram 

a se apresentar em vários locais (RANSSON & LISSENDEN, 2016). Também houve 

crescimento de notificações em relação a outros inseticidas químicos, principalmente para 

espécies do complexo Anopheles gambiae, para carbamatos e organofosfatos, que são utilizados 

como alternativa em regiões endêmicas (Figura 5). Torna-se difícil de medir o real impacto dos 

perfis de resistência na transmissão da malária, mas com os dados disponíveis é possível 

observar a necessidade de métodos associados de controle (RANSSON & LISSENDEN, 2016). 

 

Figura 5 – Mapa mundial de perfis de resistência aos inseticidas químicos em Anopheles por diferentes décadas.  
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Fonte: Mapas gerados através da ferramenta disponível em  https://anopheles.irmapper.com/.  
Legenda: Perfis de resistência aos inseticidas químicos em espécies de Anopheles. Pontos em verde significam as 

espécies suscetíveis, em amarelo, as espécies com possível resistência, e em vermelho as espécies com comprovada 

resistência. Em preto encontram-se as espécies com altos níveis de resistência.  

 

 

2.6 Larvicidas microbianos utilizados no contexto do MIV 

 

Devido às limitações do uso de inseticidas químicos, fez-se necessário a busca por meios 

alternativos e mais sustentáveis de controle vetorial. Uma das opções consideradas importantes 

são agentes de controle biológico, como o uso de predadores, parasitas, patógenos, 

competidores e toxinas produzidas por estes agentes. Entre algumas dessas alternativas, 

encontram-se fungos entomopatógenos, com atuação na cutícula do inseto, agentes bacterianos 

com ação larvicida ou adulticida, uso de peixes predadores que se alimentam de larvas, entre 

outros (KAMAREDDINE, 2012).  

As bactérias do gênero Bacillus, com ação seletiva sobre os dípteros, têm sido 

consideradas um dos agentes mais eficazes para o controle de culicídeos e simulídeos, pois 

possuem grande poder inseticida e especificidade contra larvas, além de apresentarem ação 

efetiva em baixas doses, facilidades para a produção em larga escala, armazenamento, 

transporte e aplicação, sendo considerada uma alternativa de controle sustentável, ou seja, 

ecologicamente correta (LACEY, 2007). As duas espécies de bactérias entomopatógenas mais 

2010 - 2020 

https://anopheles.irmapper.com/
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estudadas e utilizadas são o Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis (DE BARJAC, 1978) e 

o Lysinibacillus sphaericus (KELLEN et al., 1965). 

Ambas são bactérias Gram positivas, cosmopolitas e esporulantes, que possuem 

atividade larvicida seletiva e no mercado internacional existem diversas formulações 

comerciais. Atuam por meio da ação de toxinas de natureza proteica produzidas sob a forma de 

cristal durante a esporulação. Os cristais proteicos atuarão por meio de sua ingestão durante o 

estágio larval de alguns dípteros. As protoxinas com ação inseticida são liberadas por meio do 

pH alcalino do lúmen intestinal e ativadas por serina-proteases instestinais, ligando-se 

posteriormente à receptores específicos do epitélio e causando o efeito citopatológico (LACEY, 

2007).  

 

2.7 Controle biológico de Anopheles spp.  

  

A fim de se manter os ganhos causados pela redução de casos de malária, é importante 

considerar métodos alternativos complementares para mitigar os processos de resistência e 

adaptação comportamental no âmbito do controle populacional do vetor. DERUA et al. (2019) 

demonstrou que o uso das bactérias entomopatógenas supracitadas mostrou ação significante 

contra mosquitos do gênero Anopheles na África Subsaariana (SSA), região que possui o maior 

número de casos de malária no mundo, evidenciando efetividade no controle do vetor de forma 

sustentável. Muitos programas de controle obtiveram sucesso utilizando apenas formulações a 

base do L. sphaericus, como é possível visualizar no Quadro 2, mas atualmente é importante a 

utilização de programas associados para se evitar resistência (SILVA-FILHA et al., 2021). 

 

Quadro 2 – Controle biológico de Anopheles no mundo com larvicidas biológicos baseados em L. sphaericus 

 

Larvicida 

biológico 

Espécies-alvo Localidade Tipo de ação Referência 

L. sphaericus 
2362 

Anopheles 

gambiae (s.l.)  

Burkina 

Faso 

Avaliação em 

laboratório e campo 

controle em área 

urbana 

Nicolas et al. 

(1987) 

L. sphaericus 

2362 

Anopheles 

gambiae (s.l.) e 

An. funestus 

Camarões Aplicação em valas e 

poças de áreas urbanas 

Barbazan et al. 

(1998) 
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L. sphaericus 

2362 

Anopheles 

albimanus 

Honduras Aplicação em 5 regiões 

afetadas pela 

transmissão de malária 

Castro et al. 

(2002) 

L. sphaericus 

2362 

Anopheles 

darlingi  

Brasil Avaliação de impacto 

em fontes larvais 

durante 1 ano 

Galardo et al. 

(2013) 

L. sphaericus 

2362 

Anopheles 

gambiae (s.l.) 

Gana Avaliação em 

laboratório e campo 

controle em área 

urbana 

Nartey, et al. 

(2013) 

 

Fonte: Elaborada pela autora.  

 

 Em relação aos possíveis perfis de resistência durante a utilização de biolarvicidas, uma 

das principais problemáticas é o uso prolongado. Por possuir um sítio de ação específico, o uso 

prolongado do L. sphaericus apresenta um risco considerável de seleção de resistência dos 

insetos à toxina Bin, principalmente relacionada com ausência ou modificação do seu receptor 

no mosquito (WIRTH, 2010).  

Vários estudos com espécies de Culex demonstraram resistência ao L. sphaericus em 

amostras de campo e/ou laboratoriais, porém não existem relatos na literatura de seleção de 

resistência à toxina Bin em espécies de Anopheles. Um estudo desenvolvido no Quênia, 

demonstrou que espécies do Complexo Anopheles gambie (s.l.) eram completamente 

suscetíveis ao Bti e L. sphaericus (DERUA et al., 2019). Para Bti, estudos demonstraram poucos 

relatos de resistência em população de Anopheles. Um importante aspecto a ser considerado é 

a falta de resistência cruzada à toxina Bin por outros agentes, evidenciando a necessidade de 

programas com mais de um agente de controle (SILVA-FILHA et al., 2021). 

 

2.8 Lysinibacillus sphaericus  

 

A bactéria entomopatógena Lysinibacillus sphaericus, foi descoberta por Neide (1904) 

e inicialmente foi denominada de Bacillus sphaericus. Posteriormente, passou a ser descrita 

taxonomicamente como Lysinibacillus sphaericus devido à presença de lisina e aspartato no 

peptidoglicano da parede celular (AHMED et al., 2007). É uma bactéria Gram-positiva, 

cosmopolita, saprófita e esporulante, geralmente encontrada em solos e ambientes aquáticos. 

Morfologicamente possui esporos terminais esféricos, e outra característica crucial é a 

inabilidade de crescer em condições anaeróbicas, além de não utilizar açúcares como fonte de 

energia, e sim compostos de carbono (WHITE & LOTAY, 1980).  
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A bactéria possui alta seletividade, fácil armazenamento e produção, além de longo 

tempo de vida em criadouros ricos em matéria orgânica (MITTAL, 2003). O L. sphaericus 

possui ação inseticida comprovada para espécies do gênero Culex e Anopheles, e é utilizada 

como biolarvicida desde a década de 1980 e no Brasil vêm sendo utilizada em programas de 

controle do C. quinquefasciatus, principalmente nos estados de Pernambuco e São Paulo 

(REGIS et al., 2001; SILVA-FILHA et al., 2021). 

A alta atividade inseticida está associada à produção de inclusões cristalinas com toxinas 

durante a esporulação bacteriana, quando são sintetizados esporos arredondados no interior de 

um esporângio em forma de raquete juntamente com cristais que contém as proteínas 

inseticidas, a protoxina binária (Bin) (CHARLES et al, 1996). O L. sphaericus pode estar 

presente em ambientes adversos devido a mecanismos de resistência como a formação de 

esporos termorresistentes, não comprometendo sua ação entomopatógena, incluindo água com 

alto índice de salinidade e temperatura razoavelmente alta como a utilizada em criadouros para 

oviposição das fêmeas do mosquito An. aquasalis (REZENDE, 2013). 

 

Figura 6 – Micrografia eletrônica do Lysinibacillus sphaericus em esporulação. 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Fonte: Berry, C., 2012.  

Legenda: Esporângio (E) contendo seus esporos (S), e inclusões de cristais proteicos (indicadas pelas setas). 

 

A primeira cepa do L. sphaericus foi isolada por Kellen et. al (1965) em larvas de 

Culiseta incidens, porém o potencial inseticida da bactéria foi evidenciado apenas após o 

isolamento de cepas com alta atividade larvicida, como a 1593 na Indonésia (SINGER, 1974), 

2297 do Sri-Lanka (WICKREMESINGHE & MENDIS, 1980) e 2362 na Nigéria (WEISER, 

1984). Os sorotipos de cada cepa de L. sphaericus foram classificados por meio da técnica de 

aglutinação flagelar (DE BARJAC; VÉRON; COSMAO DUMANOIR, 1980), sendo os 

principais sorotipos: H5a5b, com as cepas 1593, 2362, 2317, 1691 e C3-41, o H25 com a cepa 

2297 e o H6 com a cepa IAB59 (CHARLES, NIELSEN-LEROUX; DELECLUSE, 1996). As 
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principais cepas utilizadas comercialmente como larvicidas são a 2263 e 1593, e são 

consideradas excelentes agentes de controle para espécies de mosquitos (LACEY, 2007).  

As principais proteínas inseticidas produzidas pelo L. sphaericus são a toxina binária 

(Bin), que é o principal fator tóxico presente em todas as cepas de L. sphaericus com alta 

atividade larvicida, além das Mtx (Mosquitocidal toxins), toxinas Cry (Cry48Aa/Cry49Aa), 

sphaericolisina e proteínas S-layer (SILVA-FILHA et al., 2021). As toxinas Mtx são produzidas 

durante a fase vegetativa, e foram denominadas de Mtx1 (100kDa), Mtx2 (32 kDa) e Mtx3 

(36kDa), e ao serem secretadas no meio sofrem degradação proteolítica, sendo assim 

consideradas de baixo poder inseticida (CHARLES, NIELSEN-LEROUX; DELECLUSE, 

1996), porém quando as Mtx1 e Mtx2 são expressas em cepas de Escherichia coli podem 

apresentar alto poder larvicida para culicídeos (WEI; CAI; YUAN, 2006; WIRTH et al., 2007).  

Duas proteínas da família Cry, denominadas Cry48Aa (135 kDa) e Cry49Aa (53 kDa), 

foram isoladas em L. sphaericus cepa IAB59, e assim como a toxina binária, Cry48Aa/Cry49Aa 

agem em sinergia e possuem ação sob culicídeos (JONES et al., 2007, SILVA-FILHA et al., 

2021). Quando purificadas e concentradas de forma equimolar, considerando que a Cry48Aa 

possui baixo nível de acúmulo, apresentam atividade larvicida considerável para C. 

quinquefasciatus, podendo ser utilizadas em linhagens de Culex já resistentes à toxina Bin, e 

não apresentou ação tóxica para A. aegypti (JONES et al., 2007). 

 A toxina sphaericolisina (53 kDa) foi descoberta em no subgrupo IIAL de cepas A3-2, 

o qual não apresenta genes para as toxinas Bin ou Mtxs. Não apresenta ação contra dípteros, 

porém demonstra ação tóxica quando injetada em insetos do gênero Blattodea, Blattella 

germanica, e Spodoptera litura (Lepidoptera) (NISHIWAKI et al., 2007). As proteínas S-layer 

(120-130kDa) foram isoladas de algumas cepas de L. sphaericus, e são produzidas durante o 

estágio vegetativo de crescimento das bactérias, podendo apresentar atividade larvicida contra 

Culex quinquefasciatus (LOZANO et al., 2011).   

 

2.9 Toxina binária (Bin) do Lysinibacillus sphaericus 

 

A toxina binária (Bin), é o principal fator tóxico presente em cepas de L. sphaericus 

com alta atividade larvicida, e por isso tem sido o alvo da maioria dos estudos sobre o modo de 

ação desta bactéria e vem sendo utilizada em formulações comerciais. A protoxina Bin é um 

heterodímero composto por duas proteínas sintetizadas de forma equimolar e massa molecular 

de 42 e 51 kDa, que foram denominadas de BinA e BinB, respectivamente, sendo ambas co-

transcritas de um mesmo operon antes do crescimento exponencial da bactéria (BERRY, 2012). 
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A toxina Bin possui suas sequências proteicas altamente conservadas, com seis variantes da 

BinA e quatro variantes da BinB (PRIEST et al., 1997; HUMPREYS & BERRY, 1998; HIRE 

et al., 2009).   

Após a ingestão pelas larvas, o cristal é solubilizado em pH intestinal alcalino (~10) e a 

protoxina liberada no lúmen é clivada por serina-proteases para atingir a forma de toxina ativa, 

e esse processo ocorrerá em ambos os insetos suscetíveis ou não suscetíveis (BROADWELL 

& BAUMANN, 1987). Após a clivagem, os polipeptídeos de 42 e 51 kDa originam fragmentos 

de 39 e 43 kDa, BinA e BinB, respectivamente, constituindo as formas ativas (BAUMANN et 

al., 1985). Foi demonstrado em larvas de C. pipiens que o componente BinB é responsável pela 

ligação com receptores específicos presentes no epitélio intestinal enquanto o componente 

BinA é responsável pela atividade tóxica (NICOLAS, et al., 1993).  

Estudos por dicroísmo celular sugerem que ambas as subunidades proteicas se 

apresentam predominantemente como folhas beta, embora a BinB selvagem apresente regiões 

de alfa-hélices (KALE et al., 2013). A subunidade BinA possui 370 aminoácidos e estudos 

apontam que ambas as regiões C-terminal e N-terminal são importantes à sua interação com a 

BinB (OEI; HINDLEY; BERRY, 1992), sendo possivelmente o domínio C-terminal 

relacionado à atividade tóxica com a formação de poros no epitélio intestinal (ELANGOVAN 

et al., 2000).  

Na BinA, foi demonstrado por meio de estudos de mutagênese que a substituição de 

alguns resíduos por alanina pode prejudicar sua ação. Substituindo os aminoácidos E98A, 

R101A e E114A existe redução na atividade, e substituindo R97A existe perda da atividade, 

mas em nenhum dos casos existe a perda da habilidade de interação com a BinB (SANITT et 

al., 2008). Outro ensaio demonstrou que a substituição do resíduo R312 na porção C-terminal 

faz com que haja a perda da atividade biológica (ELANGOVAN et al., 2000). A substituição 

de três resíduos de cisteína por alanina apresentou redução na atividade (C195A) ou perda da 

toxicidade (C31A e C47A) (PROMDONKOY et al., 2008).  

Já a subunidade BinB possui 448 aminoácidos, e sua região N-terminal parece ser 

responsável pela ligação aos receptores presentes no epitélio intestinal, onde foram descritos 

como importantes para a ligação com Cqm1 a região entre os resíduos N33 e L158, enquanto a 

região C-terminal é responsável pela ligação à toxina BinA, conforme presente no Quadro 3 

(OEI; HINDLEY; BERRY, 1992; SINGKHAMANAN et al., 2010; ROMÃO, et al., 2011, 

SINGKHAMANAN et al., 2013). O domínio N-terminal possui características similares a 

outras proteínas com função de ligação a carboidratos, o que reforça o seu papel de interação 
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aos receptores, além de possuir resíduos de cisteína, que contribuem na conformação funcional 

da toxina BinB (SRISUCHARITPANIT et al., 2014). 

Quadro 3 – Trabalhos evidenciando resíduos ou regiões importantes de interação da BinB ao receptor Cqm1. 

 

Resíduos ou 

regiões da BinB 

estudados 

Tipo de alteração 

realizada no 

estudo 

Função afetada após 

alteração 

Referência 

147FQFY150 

(F149A e Y150A) 

Mutagênese/ 

Substituição por 

Alanina 

Perda de toxicidade para 

larvas de Culex 

quinquefasciatus e em 

ensaios in vitro BinB-Cqm1 

Singkhamanan et 

al.  (2010) 

C67A e C161A Mutagênese/ 

Substituição por 

Alanina ou Serina 

As mutações diminuíram a 

interação com a BinA e 

eliminaram a toxicidade 

Boonyos et al. 

(2010) 

Região entre N33-

L158 

Mutagênese/ 

Proteínas truncadas 

Mostraram-se importantes 

para ligação à Cqm1 in vitro 

Romão et al. (2011) 

85IRF87 e 

147FQF149  

Mutagênese/ 

Substituição por 

Alanina 

Mutante não apresentou 

ligação in vitro ao receptor 

Cqm1  

Romão et al. (2011) 

35PEI37 e 

41FYN43 

Mutagênese/ 

Substituição por 

Alanina 

As mutações causaram perda 

da toxicidade in vivo para 

larvas  

Singkhamanan et 

al. (2013) 

P35A, E36A, F41A e 

Y42A 

Mutagênese/ 

Substituição por 

Alanina 

Atividade larvicida foi 

reduzida, mas não perdeu a 

capacidade de interação à 

BinA in vitro 

Singkhamanan et 

al. (2013) 

 

Fonte: Elaborada pela autora.  

 

A toxina BinB liga-se a uma simples classe de proteínas de membrana, que atuam como 

receptores, presentes na superfície das células intestinais de culicídeos possibilitando assim os 

efeitos citopatológicos causados pela BinA (CHARLES; NIELSEN-LEROUX; DELECLUSE, 

1996; CHARLES et al., 1997; SILVA-FILHA et al, 1997). A presença de receptores específicos 

no microvilli intestinal de larvas têm um papel essencial no modo de ação da toxina Bin, e já 

foram descritos em Culex quinquefasciatus, C. pipens, An. gambiae, e apesar de também ter 

sido descrita uma proteína ortóloga em Aedes aegypti, demonstrou-se que esta espécie é 

refratária e consequentemente não sofre os efeito citotóxicos da Bin (CHARLES; NIELSEN-

LEROUX; DELECLUSE, 1996; FERREIRA et al., 2010).  
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2.10 α-glicosidases de mosquitos 

 

 As enzimas α-glicosidases são membros da grande família das α-amilases sensu latu, e 

apresentam diferenças em relação aos seus substratos e distribuição em tecidos. α-glicosidases 

(EC 3.2.1.20) são exoenzimas, ou seja, possuem capacidade de degradar moléculas orgânicas 

complexas em moléculas absorvíveis pelo organismo. Estão presentes em grande parte nos 

organismos que hidrolisam terminais glicosídeos, e liberam α-glicose de extremidades não-

redutoras da cadeia do substrato (CHIBA, 1997; TOMASIK & HORTON, 2012). Em insetos, 

são fundamentais no processo de clivagem de oligossacarídeos essenciais, possuindo 

importante papel na digestão de carboidratos, além de apresentarem sítios de ligação à toxina 

binária do L. sphaericus (KRASIKOV; KARLOV; FIRSOV, 2001).  

A classificação das hidrolases glicosídicas é feita de acordo com a similaridade de sua 

sequência de aminoácidos, e estão agrupadas em mais de 167 famílias de acordo com a 

classificação de Carbohydrate-Active enZymes (CAZymes ou CAZy), onde as α-glicosidases 

são encontradas principalmente nas famílias 13 e 31, (LOVERING et al., 2007, CANTAREL, 

et al., 2009). A identificação das α-glicosidases se baseia na presença de quatro domínios 

conservados ao longo da sequência proteica, que a diferencia de outras amilases (KRASIKOV 

et al., 2001).  

 As α-glicosidases são responsáveis pela digestão da sacarose, presente na maioria dos 

açúcares ingeridos por mosquitos, que auxilia em vários processos metabólicos além de 

aumentar a longevidade e fertilidade dos insetos (FOSTER, 1995). Foram caracterizadas em 

espécies de Anopheles, Aedes e Culex, cuja expressão de genes e atividade de glicosidase foram 

detectadas em glândulas salivares de adultos (MARINOTTI & JAMES, 1990; SOUZA-NETO 

et al., 2007), e em intestino médio ligadas à membrana celular por uma âncora do tipo glicosil-

fosfatidilinositol (GPI) (SILVA-FILHA et al., 1999; DARBOUX et al., 2001; OPOTA et al., 

2008).  

 Em espécies de Anopheles spp., como em An. darlingi, An. aquasalis, e An. dirus, α-

glicosidases foram anteriormente descritas em glândulas salivares de adultos (MOREIRA-

FERRO; MARINOTTI; BIJOVSKY, 1999; JARIYAPAN et al., 2007; SOUZA-NETO et al., 

2007). Na espécie An. gambiae, foram encontrados dois genes responsáveis por codificar α-

glicosidases no intestino do inseto (agm1 e agm2), e posteriormente foi descrita a Agm3 e 

caracterizada como receptora da toxina Bin nesta espécie, com 66,4% de identidade quando 

comparada à Cqm1 (ZHENG, et al., 1995; OPOTA et al., 2008). Foi demonstrado que α-

glicosidases possuem papel de receptores da toxina binária no microvilli intestinal de larvas, 
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sendo esta interação uma etapa fundamental para a ação do L. sphaericus, e a afinidade entre 

as proteínas está diretamente relacionada à susceptibilidade da larva (SILVA-FILHA et al, 

1997).  

 

2.11 α-glicosidases e papel como receptores da toxina Bin  

 

Os receptores intestinais da toxina Bin nas espécies Culex pipiens, C. quinquefasciatus 

e An. gambiae são α-glicosidases de aproximadamente 66 kDa denominadas respectivamente 

de C. pipiens maltase1 (Cpm1), C. quinquefasciatus maltase 1 (Cqm1) e An. gambiae maltase 

3 (Agm3) (SILVA-FILHA et al.,  1999; DARBOUX et al., 2001; OPOTA et al., 2008). A 

espécie Ae. aegypti possui uma proteína ortóloga ao receptor Cqm1, denominada Ae. aegypti 

maltase 1 (Aam1), porém não tem capacidade de ligar-se a Bin sendo esta espécie considerada 

refratária ao modo de ação do L. sphaericus (FERREIRA et al., 2010). Os genes cpm1, cqm1 e 

agm3 codificam proteínas de 580 a 588 aminoácidos, e possuem quatro domínios conservados 

que caracterizam estas α-glicosidases, com sítios de glicosilação e sinalização de inserção de 

âncora GPI na porção C-terminal (SILVA-FILHA et al., 1999; DARBOUX et al., 2001; 

OPOTA et al., 2008). 

A toxina presente em An. gambie, apesar de se ligar a toxina binária, parece apresentar 

diferenças na ligação. Para Culex, apenas a BinB tem papel importante na ligação ao receptor, 

enquanto em Anopheles ambas as subunidades da toxina parecem ser cruciais (CHARLES et 

al., 1997). Além disso, foi observado que em An. gambiae e An. stephensi existe uma ligação 

mais fraca à toxina Bin, o oposto do que ocorre para Cqm1, mostrando que existe uma diferença 

de perfil de ligação e afinidade (SILVA-FILHA et al, 1997).  

Em Cqm1, foi descrito que a região N-terminal é importante para a ligação à Bin, mais 

especificamente a região composta pelos resíduos S129-A312, e apesar da conservação de 

aminoácidos nessa região entre Cqm1 e Aam1, em Cqm1 os resíduos 159GG160 foram cruciais 

para ligação à BinB. Já em Aam1 existe a possibilidade que outros resíduos ou fatores sejam 

críticos nesta proteína para uma possível ligação à Bin (FERREIRA et al, 2014). A obtenção 

das estruturas destas proteínas é uma etapa importante para se compreender melhor possíveis 

interações, principalmente para posteriores estudos in silico. A proteína Cqm1 foi o primeiro 

membro da família GH13_17 a ter sua estrutura relatada por meio de cristalização, demonstrada 

na Figura 7 (SHARMA et al., 2018), e apresenta um sítio de ligação ao íon Ca(II) essencial para 

a atividade enzimática, possivelmente um sítio exclusivo da família GH13_17 (SHARMA & 

KUMAR, 2019).  
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Figura 7 – Cristalização da Cqm1 por método de difusão de vapor (sitting-drop). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Sharma et al., 2018.  

Legenda: Núcleo ativo da Cqm1 (entre os resíduos 23-560), cristalizado pelo método de difusão de vapor sitting-

drop, e identificado usando análise de fluorimetria de varredura diferencial.  

 

Em Agm3, foi demonstrado in vitro a ligação da proteína recombinante à toxina binária, 

apesar de não se ter maiores informações sobre os possíveis resíduos envolvidos (OPOTA et 

al., 2008). Muitas outras espécies de Anopheles já foram descritas como suscetíveis, abrindo 

possibilidades para o uso do L. sphaericus em programas de controle, como o exemplo de An. 

stephensis, An. sinensis e An. darlingi (KUMAR et al., 1994; THIERY et al., 1996; GALARDO 

et al., 2013). A análise in silico do genoma da An. darlingi mostra uma proteína ortóloga à 

Cqm1/Aam1/Agm3 de ~585 aminoácidos apresentando 66% de identidade e 79% de 

similaridade em relação à Cqm1, 70% de identidade e 81% de similaridade à Aam1 e 77% de 

identidade e 86% de similaridade quando comparada à Agm3, fornecendo indícios de que 

possam existir outras proteínas ortólogas em outras espécies de Anopheles transmissoras da 

malária no Brasil.  

O interesse em investigar a presença de α-glicosidases ortólogas ao receptor Cqm1 da 

toxina Bin em outras espécies de Anopheles spp. teve início a partir do surto de casos extra-

amazônicos de malária na cidade do Conde/PA, onde foram coletados espécimes de anofelinos 

no local (GOMES et al., 2020). Diante da ausência de estudos sobre a ação e possível 

susceptibilidade dessas espécies à toxina Bin, é importante investigar possíveis sequências 

gênicas de α-glicosidases que possam atuar como receptores e realizar análises in silico, 

considerando a dificuldade de se realizar estudos de susceptibilidade in vivo com anofelinos.  
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2.12 Modo de interação entre entre α-glicosidases e a toxina binária 

  

A interação tem início após a protoxina binária passar pelo processo de ativação 

proteolítica no lúmen intestinal. Depois disso, a toxina ativa reconhece proteínas específicas 

que se encontram ancoradas à membrana no epitélio intestinal da larva, servindo como 

receptores (NIELSEN-LEROUX & CHARLES, 1992). Esse processo é bem definido no que 

diz respeito ao local de ligação no intestino de larvas de Culex pipiens (Cpm1), que ocorre na 

região do ceco gástrico e intestino médio posterior, porém o mesmo não foi detectado para 

Anopheles, que é considerado menos suscetível a ação da toxina. Em relação aos receptores, 

Cpm1, Cqm1 e Agm3, a sua expressão como proteínas ancoradas à membrana do microvilli 

intestinal é determinante para o modo de ação do L. sphaericus (SILVA-FILHA et al., 2021).  

Foi demonstrado por Ferreira et al. (2014), através de ensaios de mutagênese de sítio 

dirigida que a região N-terminal em Cqm1 é importante para a ligação à toxina. As proteínas 

encontradas na família GH13, como é o caso da Cqm1, apresentam três subdomínios: A, B e C, 

onde o domínio B abriga o sítio ativo central e apresenta dobras (β /α)8 em forma de barril. Dois 

loops saem do domínio central e constituem o domínio A, enquanto o domínio C é constituído 

por resíduos da região C-terminal (SHARMA & KUMAR, 2019). A região importante para 

interação se localiza nos loops do domínio A, com presença de alguns resíduos do domínio B, 

região onde se encontram os aminoácidos S129 e A312 (FERREIRA et al, 2014; SHARMA & 

KUMAR, 2019).   

A ligação de BinB ao receptor Cqm1, é uma etapa crucial para a internalização das duas 

subunidades (LEKAKARN et al., 2015). A ação tóxica, causada pela BinA depende desta 

primeira etapa, e entre os danos celulares causados por essa ligação encontram-se destruição do 

microvilli intestinal, danos às mitocôndrias, vacuolização citoplasmática e quebra do retículo 

endoplasmático. Além disso, foi descrito que as duas subunidades da Bin possuem capacidade 

de formar poros na membrana celular, e induzir autofagia (OPOTA et al., 2011). 

 

2.13 Predição de estruturas e docking molecular de proteínas de mosquitos 

 

 A compreensão acerca de estruturas proteicas é fundamental para elucidar questões 

entre sequência de aminoácidos e a estrutura final da proteína, além de esclarecer sobre pontos 

importantes de suas funcionalidades. No entanto, a obtenção de estruturas proteicas por meio 

de métodos experimentais, como cristalografia, é financeiramente custosa e laboriosa, sendo 

muitas vezes inviável em determinados projetos (MCPHERSON & GAVIRA, 2014). Dessa 
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forma, ferramentas preditivas de modelagem computacional protéica se apresentam como uma 

alternativa para obtenção de modelos estruturais, utilizando como base uma série de dados 

consolidados em repositórios de proteínas, como é o caso do Protein Data Bank (PDB), e, tendo 

sua acuraria dependente do número de sequências homólogas presentes nos bancos de dados. 

A predição de estruturas tridimensionais proteicas possui grande importância para 

biotecnologia, sendo utilizada em diversas áreas, como no design de fármacos e na compreensão 

sobre interações proteína-proteína (JISNA & JAYARAJ, 2021).  

O docking molecular é outra metodologia importante da bioinformática associada à 

modelagem molecular, e tem como princípio a análise do acoplamento entre proteínas ou 

ligante-proteína, buscando modos de interação predominantes. O objetivo é entender e prever 

o reconhecimento molecular, estruturalmente, encontrando possíveis formas de ligação, e 

energeticamente, prevendo a afinidade de ligação. Dessa forma, no encaixe molecular, 

considerando a estrutura das proteínas envolvidas, são gerados diversos modelos de interação 

possíveis, que são avaliadas de acordo com uma função de pontuação classificando-os como 

potenciais interações ou não (LI; FU; ZHANG, 2019).  

O parâmetro de energia livre de ligação gerado por ferramentas de docking é utilizado 

para prever afinidades de ligação entre as proteínas, através de simulações moleculares e 

mecânica estastística, e ao realizar as possíveis interações entre as moléculas, dentre vários 

parâmetros avaliados, é avaliado a energia livre de cada conformação espacial do ligante, onde 

as menores energias livres geradas são consideradas para justificar a conformação do ligante 

(KITCHEN et al., 2004).  

Ambas as metologias de bioinformática citadas anteriormente estão sendo utilizadas 

para estudos envolvendo proteínas de mosquitos, como para obtenção de métodos alternativos 

de controle. Mesquita et al. (2020), avaliou novos inseticidas neonicotinóides, onde suas 

interações foram estimadas com o sítio de ligação do receptor nicotínico de acetilcolina 

(nAChR) por estudos de docking para avaliação de atividade larvicida contra An. darlingi. 

Selvaraj et al. (2021), investigou a atividade larvicida de novas antraquinonas contra larvas de 

Culex quinquefasciatus por meio de docking molecular, comparando aos valores de energia de 

ligação com a permetrina. Brito et el. (2021), fez um levantamento de possíveis compostos 

presentes em óleos essenciais com ação repelente para Aedes aegypti, e o docking foi aplicado 

para entender o modo de ligação e a afinidade do conjunto de dados de óleos essenciais ao sítio 

de ligação presente no mosquito. 
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3 JUSTIFICATIVA  

 

O Lysinibacillus sphaericus é usado mundialmente como uma ferramenta eficaz no 

controle biológico de mosquitos de interesse médico. As formulações comerciais à base de L. 

sphaericus, cujo principal fator tóxico é a toxina Bin, possui efetiva atividade no controle 

populacional de culicídeos vetores de patógenos humanos, refletindo em grande impacto na 

saúde pública. A ação inseticida desta bactéria é mediada pela interação da toxina Bin com 

receptores específicos presentes no microvilli intestinal de larvas de espécies de mosquitos 

suscetíveis. A detecção da presença de possíveis receptores intestinais e de seus genes em 

importantes espécies de Anopheles spp., com ocorrência semi-rural e urbana, de característica 

invasiva e que podem estar envolvidas com a transmissão do Plasmodium no Brasil e serem 

alvos de programas de controle, ainda é uma lacuna científica nos estudos de caracterização do 

modo de ação do L. sphaericus nestas espécies. A descrição de proteínas ortólogas à Cqm1, 

potenciais receptores à toxina binária em diferentes espécies de Anopheles spp., é importante 

para caracterizar possíveis modos de ação molecular da toxina Bin nas larvas destas espécies, 

o que gera conhecimento e contribui para o uso dessa ferramenta no controle de Anopheles no 

Brasil. 
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4 PERGUNTA CONDUTORA  

 

Espécies de Anopheles spp. envolvidas em um surto extra-amazônico de malária no 

Brasil possuem genes que codificam para α-glicosidases ortólogas à Cqm1 que possam atuar 

como receptores da toxina binária do Lysinibacillus sphaericus?  
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5 HIPÓTESE 

 

Espécies de anofelinos envolvidas em um surto extra-amazônico de malária codificam 

genes ortólogos ao gene cqm1, indicando susceptibilidade à toxina Bin do L. sphaericus, 

abrindo novas possibilidades de investigação de ampliação de uso do larvicida para essas 

espécies.  
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6 OBJETIVOS  

6.1 Objetivo Geral 

 

Caracterizar α-glicosidases de espécies de Anopheles spp., potenciais vetores de 

Plasmodium no Brasil, com ênfase na sua capacidade de interação à toxina Bin do L. sphaericus 

cepa 2362. 

 

6.2 Objetivos específicos  

a) Identificar os genes que codificam para α-glicosidases ortólogas à Cqm1 em espécies 

de Anopheles spp.; 

b) Avaliar as características dos genes das α-glicosidases de Anopheles spp. em relação aos 

ortólogos que são receptores da toxina binária;  

c) Realizar uma análise fenética entre as α-glicosidases de Anopheles spp., comparando 

com a organização filogenética das respectivas espécies;  

d) Predizer a estrutura proteica das α-glicosidases em Anopheles spp. comparando-as com 

as proteínas já descritas Cqm1, Aam1 e Agm3;  

e) Comparar in silico a interação das α-glicosidases de Anopheles spp. com a toxina binária 

através de docking molecular; 
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7 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

O trabalho tem como metodologia principal inicialmente uma análise in vitro, onde as 

sequências nucleotídicas foram amplificadas do DNA total de mosquitos da espécie Anopheles 

spp., e a partir da obtenção das sequências por meio de sequenciamento iniciou-se a segunda 

etapa, que envolve a análise in silico. Nessa abordagem, foi realizada a predição das estruturas 

proteicas das possíveis α-glicosidases de cada espécie, e docking molecular com descrição de 

possíveis regiões de interação à toxina binária (Figura 8).  

 

Figura 8 – Fluxograma experimental da metodologia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

7.1. DNAs de espécies de Anopheles spp. utilizadas no estudo 

 

Amostras de adultos de Anopheles spp foram obtidas a partir de coleta ativa realizada 

na cidade do Conde/PB por colaboradores, que realizaram a classificação taxonômica das 

espécies através de análise dos aspectos morfológicos observados de acordo com a chave de 

identificação descrita em Consoli et al. (1994) e através de análises moleculares do gene 

Citocromo C Oxidase I (GOMES et al., 2020). A extração de DNA foi realizada a partir de 

amostras teciduais da região torácica dos mosquitos (incluindo patas e asas), segundo Ayres et 
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al. (2002), e após a ressuspensão as amostras foram submetidas à PCR com primers específicos 

para a região de subunidade 1 do gene Citocromo C oxidase (COI) (GOMES et al., 2020). Os 

produtos de PCR foram enviados para sequenciamento em equipamento Applied Biosystems 

3500 L genetic analyzer disponível na plataforma tecnológica da FIOCRUZ (NPT) do Instituto 

Aggeu Magalhães, e todas as sequências individuais foram analisadas e editadas no programa 

CodonCode Aligner.  

As sequências foram comparadas com as sequências presentes em base de dados como 

Bold System e GenBank, confirmando a identidade de cada espécie, e só após as criteriosas 

etapas de identificação, os DNAs de cada espécie de Anopheles spp. foram cordialmente 

cedidos para as análises descritas a seguir (Figura 9) (GOMES et al., 2020). Foram cedidas pelo 

mesmo grupo, amostras de An. arabiensis e An. gambiae, coletadas no país africano Cabo 

Verde. Amostras da primeira espécie apresentaram qualidade para amplificação, enquanto An. 

gambiae teve seu material degradado e desta forma não foi utilizada.  

 

Figura 9 – DNAs de espécies de Anopheles utilizadas neste trabalho.  

Fonte: Elaborado pela autora. 

Legenda:  DNAs de espécies de Anopheles spp. utilizados para a amplificação inicial com primers degenerados, 

e as espécies que obtiveram os genes parciais amplificados e clonados encontram-se em rosa.  

 

 Uma grande parte das espécies de Anopheles spp. encontradas no Brasil possuem poucas 

informações em bancos de dados, que em sua maioria se concentram em sequências 

mitocondriais, como é o caso das sequências de COI utilizadas para confirmação das espécies 
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utilizadas neste trabalho (GOMES et al., 2020). Essa escassez de informações evidencia a 

importância de aprofundar os estudos para Anopheles no país, como mostrado no Quadro 4.  

 

Quadro 4 – Informações gerais presentes no banco de dados NCBI (National Center of Biotechnology 

Information) sobre algumas espécies de Anopheles spp. encontradas no Brasil. 

 

Espécie  ID taxonômico Locais de registro Informações 

An. darlingi  43151 Países da América 

Central e do Sul 

Representação de genoma 

completo - GCA_000211455.3 

An. aquasalis 42839 Países da América 

Central e do Sul 

Representação de genoma 

completo - GCA_002846955.1;  

An. braziliensis 58242 Países da América do 

Sul 

92 sequências nucleotídicas e 121 

sequências proteicas, 

majoritariamente mitocondriais 

An. albitarsis 58236 Países da América do 

Sul 

360 sequências nucleotídicas e 

649 sequências proteicas, 

majoritariamente mitocondriais 

An. minor 596826 Guiana Francesa e 

Brasil 

6 sequências nucleotídicas e 41 

sequências proteicas, 

majoritariamente mitocondriais 

An. triannulatus 58253 Países da América 

Central e do Sul 

866 sequências nucleotídicas e 

852 sequências proteicas, 

majoritariamente mitocondriais, 

ribossomais e referente a enzimas 

funcionais 

An. argyritarsis 58241  Países da América 

Central e do Sul 

43 sequências nucleotídicas e 93 

sequências proteicas, 

majoritariamente mitocondriais 

An. sawyeri 1552952 Brasil 24 sequências nucleotídicas e 72 

sequências proteicas, 

majoritariamente mitocondriais e 

referente a enzimas funcionais 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

7.2 Análise de sequências iniciais, desenho de primers degenerados e PCRs 

  

Inicialmente foram realizadas análises in silico das sequências gênicas e proteicas das 

α-glicosidases ortólogas à Cqm1 das espécies de mosquitos cujos genomas já se encontram 

disponíveis, conforme o Quadro 5. Nesta etapa foram avaliadas as características básicas dos 

genes como conservação, presença e tamanho de éxons e íntrons, sítios de glicosilação, 
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avaliação de presença de domínios de famílias protéicas conservados e predição de âncora GPI. 

As ferramentas utilizadas para as análises in silico foram BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para análise de sequências gênicas e proteicas; Bioedit 

7.2 sequence alignment editor (https://bioedit.software.informer.com/7.2/) para alinhamento e 

análise de sequências gênicas e protéicas; NetNGlyc 1.0 server predicts N-Glycosylation sites 

in human proteins (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0) para predição 

de sítios de glicosilação; Conseverd domains database - CDD  

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) para identificação de domínios 

conservados de famílias protéicas; NetGPI 1.1 GPI Anchor predictions 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetGPI) para predição de âncora GPI. Os 

primers degenerados foram desenhados com base em trechos mais conservados comparando as 

sequências gênicas e proteicas das α-glicosidases ortólogas à Cqm1 já descritas anteriormente.  

 

Quadro 5 – Código de identificação de sequências gênicas e proteicas de α-glicosidases ortólogas à Cqm1.   

 

Espécie Gene ID Protein ID 

C. quinquefasciatus DQ333335 ABC59609.1 

Ae. albopictus XM_019692551.2 XP_019548096.2 

Ae. aegypti CH477670.1 EAT37485.1 

An. gambiae EU165335.1  

(AGAP008961-RA) 

ABW98683.1 

An. darlingi ADMH02000566.1 

(ADAC002351-RA) 

ETN65875.1 

An. aquasalis GAMD01001051 JAB00540.1 

An. arabiensis APCN01003405 

 

(AARA009525-RA) AARA009525 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

Legenda: ID de sequências gênicas (ou de mRNA) e proteicas α-glicosidases ortólogas à Cqm1 disponíveis nos 

bancos de dados VectorBase e NCBI.  

 

As amostras de DNAs de Anopheles spp. foram submetidas a reações de PCR (Reação 

em cadeia da Polimerase) com objetivo de amplificar as regiões dos genes que codificam para 

proteínas ortólogas à Cqm1 nas espécies de interesse, utilizando primers degenerados universais 

(Quadro 6). As PCRs foram realizadas com o kit Platinum® Taq DNA Polymerase High 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://bioedit.software.informer.com/7.2/
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetGPI
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/DQ333335
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/GAMD01001051
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/APCN01003405
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Fidelity (ThermoFisher Scientific™) seguindo as recomendações do fabricante. Utilizamos 

inicialmente apenas o DNA de An. arabiensis para testar a eficiência dos primers degenerados 

usando um gradiente de temperaturas de anelamento (51ºC - 57ºC), e todas as temperaturas 

testadas possibilitaram a amplificação do inserto (~1.6 kb), dessa forma elencamos a 

temperatura de anelamento de 55ºC como uma temperatura ideal para as demais amostras de 

DNAs. As PCRs seguintes foram realizadas com DNA total e após as reações, as amostras 

foram submetidas à corrida eletroforética em gel de agarose a 1%. Os fragmentos amplificados 

foram excisados do gel de agarose e purificados utilizando o kit Wizard® Genomic DNA 

Purification (Promega). Das onze espécies de Anopheles estudadas apenas sete apresentaram 

amplificação específica e seguiram para as próximas etapas de clonagem, sequenciamento e 

decodificação das sequências gênicas e proteicas das proteínas ortólogas à Cqm1 (Figura 9).  

 

Quadro 6 – Sequência de primers utilizados para amplificar, sequenciar e clonar os genes que codificam para 

proteínas ortólogas à Cqm1 em espécies de Anopheles spp. 
 

 

 

Legenda: F- Forward; R- Reverse; Seq – primers internos para sequenciamento; Anopheles Universal degenerado 

– primers universais para todas as sequências de Anopheles cujas degenerações estão sinalizadas em negrito.  

 

 

 Descrição 5'-Sequência-3' 

1 
Anopheles Universal 

Degenerado F 
TTCTAYCAGATCTATCCRCGCTCS 

2 
Anopheles Universal 

Degenerado R 
KGGTAGRTTSACAAAGTCYCC 

3 Anopheles spp. 1F Seq ATGACGGAGGCGTACG 

4 Anopheles spp. 1R Seq CGTACGCCTCCGTCAT 

5 Anopheles spp. 2F Seq GCTGATGCTGGACTTT 

6 Anopheles spp. 2R Seq AAAGTCCAGCATCAGC 

7 Aquasalis 1F Seq GGTGATACTGGACTTT 

8 Aquasalis 1R Seq AAAGTCCAGTATCACC 

9 Aquasalis 2F Seq ATGACGGAAGCGTACG 

10 Aquasalis 2R Seq CGTACGCTTCCGTCAT 
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7.3 Clonagem do DNA e sequenciamento 

 

Os fragmentos gênicos purificados, foram clonados inicialmente em vetor pGEM®-T 

Easy (Promega), conforme instruções do fabricante. Seguindo o protocolo, os produtos das 

ligações (inserto + vetor) foram utilizados para a transformação de células de Escherichia coli 

TOP10 quimiocompetentes (Invitrogen), com posterior plaqueamento em Luria-Bertani (LB) 

ágar + antibiótico ampicilina + Isopropil β-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG) + 5-bromo-4-

cloro-3-indoxil-β-D-galactopiranosídeo (X-GAL), para seleção de colônias que continham os 

específicos constructos. Mediante o crescimento bacteriano, foram realizados pré-inóculos, 

onde colônias foram selecionadas e cultivadas em meio LB líquido + antibiótico ampicilina 

O.N. 37°C 200RPM. 

Com o crescimento bacteriano do pré-inóculo, foram obtidas preparações plasmidiais 

de vários clones através do kit QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen). O material foi quantificado 

utilizando o espectrofotômetro NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific), e posteriormente à 

clonagem foi confirmada a presença do inserto por digestão analítica com a enzima EcoRI-

HF®. Após confirmação por digestão analítica, as amostras foram enviadas para 

sequenciamento automático, utilizando os primers específicos para o vetor (M13F e M13R) e 

os primers degenerados e internos para sequenciamento de cada amplicon (Quadro 6). A 

posterior análise das sequências foi feita utilizando o programa DNAstar (Lasergene). Uma vez 

confirmada a integridade e a identidade de cada amostra sequenciada, seguimos para as análises 

in silico que serão descritas a seguir.  

 

7.4 Caracterização e montagem das sequências parciais dos genes e de suas respectivas 

proteínas de Anopheles spp. ortólogas à Cqm1 

 

As análises in silico se iniciaram após o sequenciamento das construções plasmidiais, 

com a montagem das sequências de nucleotídeos pela ferramenta SeqMan do DNAstar, e foi 

possível obter todas as sequências consensos parciais de cada gene clonado. Os alinhamentos 

múltiplos das sequências gênicas foram realizados através das ferramentas MegAlign® 

(DNAstar Lasergene) e Bioedit (HALL, 1999) a fim de identificar as regiões de exons e introns 

com base nas sequências já caracterizadas de cqm1 (DQ333335), agm3 (EU165335.1) e An. 

darlingi (ADMH02000566.1). A edição das sequências gênicas parciais, retirada de íntrons, 

montagem dos éxons, e obtenção das sequências de aminoácidos (tradução) foi realizada 

através do programa EditSeq® (DNAstar Lasergene) e SnapGene®5.2.5.1 (Insightful Science).  

https://www.promega.com.br/products/pcr/pcr-cloning/pgem-t-easy-vector-systems/
https://www.promega.com.br/products/pcr/pcr-cloning/pgem-t-easy-vector-systems/
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/DQ333335
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A identidade e similaridade das sequências de aminoácidos das proteínas ortólogas em 

relação as sequências já descritas das proteínas Cqm1, Aam1 e Agm3, foram obtidas através da 

ferramenta Blast® Global Alignment (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). O alinhamento das 

sequências protéicas foi realizado através do BioEdit Sequence Alignment Editor. A disposição 

de sítios de glicosilação nas proteínas foi obtida através da ferramenta on line NetNGlyc 1.0 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0), que são considerados os 

potenciais de cada sítio de n-glicosilação. Durante a avaliação, os valores potenciais são 

considerados dentro de parâmetros de nove redes neurais, e aqueles que ultrapassarem o limite 

padrão (threshold) de 0,5 indicam um possível sítio de glicosilação, desde que possuam a 

sequência de aminoácidos necessária (N-X-T/S). Desta forma, os potenciais são organizados 

pelo limite padrão e sua concordância com a saída média das 9 redes neurais, através da 

representação (+/-) (GUPTA & BRUNAC, 2002).  

A identificação de domínios conservadas de famílias proteicas, ou seja, domínio 

catalítico para alfa amilase encontrado em maltases (alfa-glicosidases) e proteínas relacionadas 

(AmyAc_family) nas sequencias proteicas estudadas pode ser confirmado através do CD-search 

da ferramenta Conseverd domains database 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), e com base na descrição de blocos 

conservados de α-glicosidass feito por Krasikov et al. (2001). Diante de estarmos trabalhando 

com sequências proteicas parciais, não tivemos acesso a região C-terminal das proteínas 

ortólogas de Anopheles spp. e desta forma não conseguimos aplicar uma análise de predição de 

âncora GPI.  

 

7.5 Organização fenética das proteínas ortólogas  

 

A relação filogenética das espécies de Anopheles spp. estudadas foi construída pela 

autora com base na classificação realizada por Harbach, 2013, considerando tanto a divisão de 

subgênero quanto as divisões informais, que envolvem seções e séries. Considerando as 

sequências proteicas parciais obtidas neste estudo, foi realizado um alinhamento fenético entre 

as sequências de Anopheles spp. e Cqm1, Aam1 e Agm3, através do programa COBALT_ 

Constraint-based Multiple Alignment Tool_ Phylogenetic Tree View. Essa ferramenta realiza o 

alinhamento de múltiplas sequências, onde se é avaliado uma série de parâmetros derivados de 

bancos de dados, como dados de domínios conservados, dados de motivos de proteínas e 

similaridade entre as sequências avalidas, utilizando as ferramentas RPS-BLAST, BLASTP e 

PHI-BLAST, sendo organizadas em um alinhamento múltiplo progressivo (PAPADOPOULOS 

https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
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& AGARWALA, 2007). Com os resultados da análise fenética, foi possível realizar a 

comparação com o alinhamento filogenético e confirmar a organização das sequências de 

acordo com as espécies.  

 

7.6 Caracterização das estruturas das proteínas ortólogas estudadas 

 

As estruturas das proteínas de interesse foram preditas e modeladas pela ferramenta on 

line Phyre² (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/), que utiliza detecção remota de homologia 

para construir modelos 3D, avaliando o efeito de aminoácidos variantes. Foi utilizada a estrutura 

já descrita de Cqm1 (PDB ID - 6K5P) (KUMAR & SHARMA, 2019), para qual as proteínas 

apresentam maior homologia (KELLEY et al., 2015). Para avaliação das estruturas formadas 

quanto aos ângulos de torção de cada aminoácido (Plot de Ramachandran) dentro da estrutura 

final, foi utilizada a ferramenta online MolProbity (http://molprobity.biochem.duke.edu/), que 

possibilita avaliar os resíduos que se encontram nas regiões energeticamente favoráveis e 

orienta quanto a qualidade para se utilizar modelos teóricos com tal proteína (WILLIAMS et 

al., 2018).  

As estruturas de Cqm1, Aam1 e Agm3, utilizadas como controles nas próximas etapas 

também foram preditas pelo Phyre². As sequências utilizadas para a predição foram Cqm1 - 

GenBank: ABC59609.1, Aam1 - GenBank:  EAT37485.1 e Agm3 - GenBank: ABW98683.1. 

Depois de todas as estruturas estabelecidas, com a ferramenta PyMOL 2.5 foi possível delimitar 

nas proteínas de interesse a região similar em Cqm1 já descrita em outros trabalhos como 

essencial para ligação à BinB (FERREIRA et al, 2014), que está entre os aminoácidos S129 e 

A312, com ênfase nos aminoácidos 155PATGGG160. O alinhamento para comparação das 

estruturas foi realizado pelo TM-Align (https://zhanggroup.org/TM-align/), onde é realizado 

um alinhamento de resíduos de duas estruturas, e quanto mais próximo de 1,0 melhor a 

combinação das proteínas.   

 

7.7 Docking molecular 

  

A partir da predição e análise das estruturas das proteínas de interesse, iniciou-se a 

análise de docking molecular, a fim de se avaliar possíveis interações in silico entre as proteínas 

de interesse (potenciais receptores da toxina Bin) e a toxina binária. A ferramenta utilizada foi 

o HDOCK Server (http://hdock.phys.hust.edu.cn/), que foi utilizada para realizar dockings 

moleculares do tipo proteína-proteína (YAN et al., 2020). Para análise, como ligante foi 

https://www.rcsb.org/structure/6K5P
https://zhanggroup.org/TM-align/
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utilizado o cristal Bin com os dois heterodímeros (BinA e BinB), disponível em bancos de dados 

(PDB ID – 5FOY) (COLLETIER et al., 2016), e como receptor foram utilizadas as proteínas já 

descritas Cqm1, Aam1 e Agm3, e as proteínas ortólogas de Anopheles spp. obtidas neste estudo. 

A energia livre considerada pelo programa é organizada em forma de score, onde os 

melhores modelos utilizados para predizer os complexos de interação são separados em um 

ranking. Neste ranking, os primeiros modelos apresentam menor energia livre de ligação, e esta 

energia está associada a campos de força e potenciais estatísticos (YAN et al., 2020). Desta 

forma, neste trabalho foram consideradas as energias dos primeiros 10 modelos, e os resultados 

dos primeiros dockings para BinAB-Cqm1 foram utilizados como base para se avaliar os scores 

das próximas interações.  

 A análise de Docking, foi conduzida com a estrutura completa do cristal da toxina 

binária, considerando os dois heterodímeros, pois a conformação da BinA pode interferir nos 

sítios de ligação da BinB, e sua presença é essencial para se compreender os mecanismos de 

interação in silico. Além disso, é importante relembrar que foi demonstrado por Charles et al. 

(1997) que ambas as subunidades da Bin possuem a mesma afinidade e capacidade de ligação 

ao epitélio de An. gambiae, o que não ocorre em Culex pipiens, demonstrando a importância de 

se consideradas as duas subunidades no docking.  

A proteína Cqm1 foi utilizada como modelo positivo de interação, já que esta proteína 

possui a melhor afinidade de ligação a toxina binária dentre as testadas. Na Cqm1, a região 

necessária para interação à Bin encontra-se entre os aminoácidos S129-A312, descritos em 

Ferreira et al. (2014). Na toxina binária, a região importante para a interação encontra-se na 

porção BinB entre os aminoácidos N33-L158, descritos em Romão et al., 2011. Após submissão 

do docking na plataforma, os dez primeiros modelos de possíveis interações foram salvos para 

análise, onde foram evidenciados tanto a estrutura quanto os aminoácidos envolvidos nesta 

ligação. Também foram arquivadas a energia livre de cada interação.  

Para ampliar os resultados foi realizado uma repetição dos dockings de Agm3 e espécies 

de Anopheles spp., sem delimitação de possíveis aminoácidos de interação de nenhuma das 

proteínas envolvidas, já que para essas espécies tais informações são desconhecidas, e os dados 

foram salvos para análise comparativa, tanto da estrutura quanto dos aminoácidos envolvidos. 

Também foram arquivados a energia livre de cada interação. Os resultados de docking foram 

observados na ferramenta PyMOL 2.5, sendo assim possível visualizar a alinhar os modelos de 

ligação gerados. Na ferramenta, foram diferenciadas cada estrutura, desde o ligante (BinA e 

BinB) e suas regiões consideradas como essenciais para a ligação com o receptor, e dessa forma 

foram geradas imagens para cada possível interação.  

https://www.rcsb.org/structure/5FOY
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8 RESULTADOS  

 

8.1 Amplificação e clonagem dos fragmentos gênicos que codificam para proteínas 

ortólogas ao receptor Cqm1 em Anopheles spp. 

 

 As PCRs com os primers universais degenerados para amplificação das sequências 

gênicas parciais que codificam para as α-glicosidases ortólogas ao receptor da toxina Bin em 

Cqm1 foram conduzidas com sucesso. Foram utilizadas amostras de DNAs de onze espécies de 

Anopheles spp. (An. arabiensis, An. aquasalis, An. oswaldoi, An. brasiliensis, An. albitarsis, 

An. minor, An. triannulatus, An. argyritarsis, An. peryassui, An. sawyeri e An. albimanus). 

Apenas duas das onze amostras de DNAs das espécies de Anopheles spp. não apresentaram 

amplificação de bandas, que foram An. oswaldoi e An. peryassui. Acreditamos que a dificuldade 

de amplificação destas duas amostras foi decorrente da qualidade do DNA que apresentava 

sinais de degradação. As amostras de An. arabiensis foram utilizadas apenas para testes de 

padronização. 

Todos os produtos de PCRs obtidos de ~1.6 kb foram visualizados em corrida 

eletroforética em gel de agarose a 1% (Figura 10). Utilizamos uma amostra de DNA de An. 

gambiae porém não tivemos sucesso na amplificação do gene agm3 devido baixa qualidade da 

amostra (Figura 10, Amostra 2). Também conseguimos amplificar a sequência gênica parcial 

~0.8 kb do gene de An. albimanus, que se apresentou menor do que o tamanho esperado, e 

provavelmente por isso não conseguimos ter sucesso na clonagem (Figura 12, Amostra 2). 

Seguimos as demais análises utilizando a PCR purificada de An. albimanus.  

 

Figura 10 – Eletroforese em gel de agarose a 1% dos amplicons gênicos que codificam para α-glicosidases 

ortólogas ao receptor Cqm1 de diferentes espécies de Anopheles spp. 
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Fonte: Elaborado pela autora.  

Legenda: C - Controle negativo sem DNA, e as seguintes sequências, em ordem: 1 - An. arabiensis, 2 - An. 

gambiae, 3 - An. aquasalis, 4 - An. oswaldoi, 5 - An. braziliensis, 6 - An. albitarsis, 7 - An. minor, 8 - An. 

triannulatus, 9 - An. argyritarsis, 10 - An. peryassui e 11 - An. sawyeri. MM: Marcador molecular 1 kb Plus DNA 

Ladder - Thermo Fisher Scientific; pb: pares de bases. 

 

Figura 11 – Eletroforese em gel de agarose a 1% dos amplicon gênico da espécie An. albimanus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

Legenda: 1- An. albimanus. MM: Marcador molecular 1 kb Plus DNA Ladder - Thermo Fisher Scientific; pb: 

pares de bases. 

 

Todos os fragmentos gênicos referentes às espécies de Anopheles spp. que apresentaram 

bandas de tamanho molecular similar a ~1.6 kb foram purificados. Destes oito fragmentos 

gênicos, sete foram clonados em pGEM®-T Easy com sucesso e apenas para An. sayweri 

utilizamos diretamente o produto de PCR para as demais análises (Tabela 1). As digestões 

analíticas de todas as minipreparações plasmidiais obtidas neste estudo, realizadas através da 

utilização da enzima EcoRI-HF®, evidenciaram a liberação de insertos específicos de ~1.6 kb 

(Figura 12), e estes, juntamente com as PCRs purificadas de An. albimanus e An. sawyeri, foram 

sequenciados utilizando além dos primers degenerados, os primers de sequenciamento internos 

previamente desenhados com tal objetivo (Quadro 6), e primers do plasmídeo M13F e M13R 

confirmando a identidade e integridade das sequências obtidas. 

 

Tabela 1 - Quantificação de algumas minipreparações plasmidiais e produtos de PCRs purificados enviadas para 

sequenciamento através de equipamento NanoDrop® 2000. 

 

Nome da amostra  Concentração (ng/ul) Razão 260/280 

Miniprep 1.1 156,6 1,87 

PCR purificada 2 14,7 1,70 

Miniprep 3.1 546,8 1,89 

Miniprep 4.1  345,0 1,89 
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Miniprep 5.1 414,8 1,91 

Miniprep 6.1  617,6 1,97 

Miniprep 7.1 577,0 1,82 

Miniprep 8.1 74,0 1,91 

PCR purificada 11 10,4 1,86 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

Legenda: Seguintes sequências, em ordem: - 1.1 - An. arabiensis, - 2 - An. albimanus, - 3.1 - An. aquasalis, - 4.1 

- An. braziliensis, - 5.1 - An. albitarsis, - 6.1 - An. minor, - 7.1 - An. triannulatus, - 8.1 - An. Argyritarsis, - 11 – 

An. sawyeri. A razão das absorbâncias (nm) 260/280 ≥ 1,8 indica pureza da amostra de DNA. 

 

Figura 12 – Eletroforese em gel de agarose a 1% de minipreparações plasmidiais após digestão analítica com a 

enzima EcoRI para liberação da região de interesse clonada em pGEM®-T Easy. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

Legenda: Seguintes sequências, em ordem: - 1 - An. arabiensis, - 2 - An. albimanus, - 3 - An. aquasalis, - 4 - An. 

braziliensis, - 5 - An. albitarsis, - 6 - An. minor, - 7 - An. triannulatus, - 8 - An. argyritarsis. MM: 1 Kb Plus DNA 

Ladder -Thermo Fisher Scientific; pb: pares de bases. Fragmentos liberados pela digestão apresentam tamanho 

esperado de 1,6 kb, enquanto o vetor apresenta tamanho esperado de ~3,0 kb.  

 

Apenas a minipreparação plasmidial de An. arabiensis e a PCR purificada de An. 

albimanus não apresentaram qualidade suficiente nos resultados de sequenciamento, sendo 

assim, em paralelo aos experimentos de repetição com estas amostras prosseguimos com as 

demais análises apenas com as amostras que apresentaram resultados de sequenciamento de 

ótima qualidade que foram: 1- An. aquasalis, 2- An. braziliensis, 3- An. albitarsis, 4- An. minor, 

5- An. triannulatus, 6- An. argyritarsis, 7- An. sawyeri.  
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8.2 Caracterização e montagem das sequências dos genes e das proteínas ortólogas ao 

receptor Cqm1 

 

As sequências gênicas parciais que codificam para α-glicosidases ortólogas à Cqm1 em 

Anopheles spp. foram obtidas com sucesso e nestes fragmentos obtidos neste estudo foram 

contemplados o primeiro éxon, o primeiro íntron e o segundo éxon. Para os alinhamentos 

múltiplos foram utilizadas como molde as sequencias de cDNA de cqm1 (XM_001863660.2) e 

agm3 (EU165335.1) depositadas no Genbank, facilitando a identificação do íntron 1. O 

alinhamento gênico evidenciou certo nível de conservação entre as sequências (Figura 13). 

Todos os fragmentos gênicos de Anopheles spp. apresentaram o 1° íntron com ~70pb, seguindo 

o padrão de sítios de corte do splicing GT/AG.  

Com exceção de An. aquasalis, que possui seu genoma descrito em bases de dados, 

todas as outras espécies (que foram encontradas e descritas em território brasileiro) não 

possuem uma grande quantidade de sequências nucleotídicas descritas em bancos de dados, 

conforme abordado no Quadro 4, reforçando a importância da descrição dessas sequências.  

 

Figura 13 – Sequências gênicas parciais que codificam para as proteínas ortólogas à Cqm1 em espécies de 

Anopheles spp. 
 
 

                         10        20        30        40        50        60        70 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            ---------------ATGCGACCGCTGGGAGCTTTGAGCCTAGTCGCTCTGTTGGCGATGACCGTCAACG 

agm3            ATGAAGTTTTACCGACCATTGGTCACCGTCAGTCTGACGGTCGCACTGCTGTCCGCCTGCGCCCTGCAGG 

An. aquasalis   ---------------------------------------------------------------------- 

An. braziliensis---------------------------------------------------------------------- 

An. albitarsis  ---------------------------------------------------------------------- 

An. minor       ---------------------------------------------------------------------- 

An. triannulatus---------------------------------------------------------------------- 

An. argyritarsis---------------------------------------------------------------------- 

An. sawyeri     ---------------------------------------------------------------------- 

 

                          80        90       100       110       120       130       140 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            GGCTAGCGATTCGCGAACCGGACTCGAAGGACTGGTATCAGCACGCGACGTTCTACCAGATCTATCCGAG 

agm3            CGGCGGAAGTCCGCGAACCGGACGAGAAAGACTGGTACCAGCATGCCACGTTCTATCAGATCTATCCACG 

An. aquasalis   --------------------------------------------------TTCTATCAGATCTATCCGCG 

An. braziliensis--------------------------------------------------TTCTATCAGATCTATCCGCG 

An. albitarsis  --------------------------------------------------TTCTATCAGATCTATCCGCG 

An. minor       --------------------------------------------------TTCTATCAGACCTATCCGCG 

An. triannulatus--------------------------------------------------TTCTATCAGATCTATCCGCG 

An. argyritarsis--------------------------------------------------TTCTATCAGATCTATCCACG 

An. sawyeri     --------------------------------------------------------------------CG 

 

 

                         150       160       170       180       190       200       210 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            GTCGTTTTTGGACAGCAACGGCGATGGGATTGGTGATTTGGCGGGGATCACCTCCAAGATGAAGTACTTG 

agm3            CTCCTTTCAAGACAGCAACGGGGACGGTATCGGCGATCTGAAGGGCATCACGGCGCGGATGGAGTACCTG 

An. aquasalis   CTCGTTCAAGGATAGCAATGGCGACGGTATCGGTGACCTGAAGGGCATCACTTCGAAGCTGGAGTATCTG 

An. braziliensisCTCGTTCAAGGATAGCAATGGCGACGGTATCGGTGACCTGAAGGGCATCACTTCGAAGCTAGAATATGTG 

An. albitarsis  CTCGTTCAAGGATAGCAATGGCGACGGTATCGGTGACCTGAAGGGCATCACTTCGCAGATGGAGTATCTG 

An. minor       CTCGTTCCAGGACAGTGACGATGATGGGATTGGCGACCTGAACGGTATCACCTCGCGGATGGCGTACCTG 

An. triannulatusCTCCTTCAAGGATAGCAATGGCGACGGTATCGGTGACCTGAAGGGTATCACTTCGAAGATGGAGTATCTG 

An. argyritarsisCTCGTTCAAGGATAGCAATGGCGACGGTATCGGCGATCTTAAGGGCATCACCTCGAAGCTGGAGTATCTG 
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An. sawyeri     CTCGTTCAAGGATAGCAATGGCGATGGTATCGGCGATCTTAAGGGCATCACCTCGAAGCTGGAGTATCTG 

 

 

                         220       230       240       250       260       270       280 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            GCGGATATTGGGATTGACGCGACGTGGTTGAGCCCGCCGTTCAAGTCACCGCTGAAAGACTTTGGGTATG 

agm3            GCCGGGCTGGGCATTGATGCGACCTGGCTCAGTCCACCGTTCGTGTCGCCGCTCGCTGACTTCGGGTACG 

An. aquasalis   GCCGGTCTTGGTATCGATGCGGCCTGGCTGAGTCCACCTTTCAAGTCACCGTTGCGTGACTTTGGTTATG 

An. braziliensisGCCGGTCTAGGCATCGATGCTGCCTGGCTGAGTCCACCATTCAAGTCGCCGTTGCGTGACTTTGGCTACG 

An. albitarsis  GCCGGTCTGGGTATTGATGCTGCCTGGTTGAGTCCACCGTTCAAGTCACCGTTGCGTGACTTTGGCTACG 

An. minor       GCCGGGCTCGGGATTGATGCGACGTGGCTTAGTCCACCGTTCGTGTCGCCGTTGGCGGACTTTGGGTATG 

An. triannulatusGCCGGTCTCGGCATCGATGCTACCTGGCTAAGCCCACCGTTCAAGTCGCCGTTACGTGACTTTGGCTACG 

An. argyritarsisGCCGGGCTGGGCATTGATGCGGCCTGGCTGAGCCCACCGTTCGCGTCACCGTTGCGCGACTTTGGCTACG 

An. sawyeri     GCCGGTCTGGGCATCGATGCGGCCTGGCTGAGCCCACCGTTCGCGTCACCGTTGCGCGACTTTGGTTACG 

 

                        290       300       310       320       330       340       350 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            ATGTGTCGGATTTCTACGCTATCCAGCCGGAGTACGGGAATTTGACGGATTTTGACAAGTTGGTGGAGGA 

agm3            ATGTGGCCGATTTCTACGACATCCAGCCCGAGTACGGTACGCTGGCCGATATGGAGGAGCTGATAGCTGA 

An. aquasalis   ATGTGTCCGATTTCTACGACATACAGCCCGAGTATGGTACGGTGGCTGATATGGAGGAGCTGATCGAGGA 

An. braziliensisACGTGTCGGACTTCTACGACATACAGCCCGAGTATGGTACGGTGGCCGACATGGAGGAGTTGATCGAGGA 

An. albitarsis  ACGTGTCCGACTTTTACGACATACAGCCCGAGTATGGTACGTTGGCCGACATGGAGGAGCTGATCGAGGA 

An. minor       ACGTGGCGGACTTTTACGACATCCAGCCCGAGTACGGGACGCTCGGTGATATGCAGGCGCTGATCGACGA 

An. triannulatusACGTGTCCGACTTCTACACCATCCAGCCCGAGTACGGTACGTTGGCCGACATGGAGGAACTGATCGAGGA 

An. argyritarsisACGTGTCCGACTTCTACGACATACAGCCCGAGTACGGTACGGTAGCCGACATGGAGGAGCTGATCCAGGA 

An. sawyeri     ACGTGTCCGACTTCTACGACATACAGCCCGAGTACGGTACGGTGGCCGACATGGAGGATCTGATCCAGGA 

 

                         360       370       380       390       400       410       420 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            ATCGCACAAGAATGGGATCAAGCTGATGCTGGATTTTATTCCGAACCACTCGAGTGACCAGCACGAGTGG 

agm3            GGCGCACCGGCACGGTATCAAGCTGATGCTGGACTTTATCCCGAACCATAGCAGCGATGAGCACGATTGG 

An. aquasalis   ATCGCACCGCCACGGTATCAAGCTGATGCTGGACTTTATCCCGAACCATAGCAGCGACGAGCACCAGTGG 

An. braziliensisGGCGCACCGTCACGGTATCAAGCTGATGCTGGACTTTATCCCGAACCACAGCAGTGACGAGCACCAATGG 

An. albitarsis  GTCGCACCGTCACGGTATCAAGATGATGCTGGATTTCATTCCGAACCATAGCAGCGATGAGCATTATTGG 

An. minor       AGCGCACCGGCACGGTATCAAGCTGATGCTGGACTTTATTCCGAACCACTCCAGCGACGAGCACGAGTGG 

An. triannulatusGTCGCACCGACACGGCATCAAGATGATGCTGGACTTCATCCCGAACCACACCAGTGACGAGCACGAGTGG 

An. argyritarsisGGCGCACCGCCACGGCATCAAGCTGATGCTGGACTTCATCCCGAACCACAGCAGCGACGAGCACCAGTGG 

An. sawyeri     GGCGCACCGCCACGGCATCAAGCTGATGCTGGACTTCATCCCCAACCACAGCAGCGACGAGCACCAGTGG 

 

 

                         430       440       450       460       470       480       490 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            TTTGTGAAGTCTGTGGCGCGGGATCCGGAGTACAGTGACTTTTATGTGTGGAGACC------------CC 

agm3            TTTGTGCAGTCGGCGAACGGGGTTGCAAAGTACCGGGACTACTACATCTGGCGCCCGGGCAGGCAGAACA 

An. aquasalis   TTCATCGAGTCGGCCCGAGGCAATCCGACGTACCGAGACTACTACGTTTGGCATCCGGGGCGGATAAACT 

An. braziliensisTTCATCGAGTCGGCCCGGGGCAATCCGACGTACCGGGACTACTACGTATGGCACCCGGGGCGCACGAATG 

An. albitarsis  TTCATCGAGTCGGCCCAGGGAAACCCGACGTACCGGGACTACTACGTATGGCATCCGGGGCGGATAAACG 

An. minor       TTCGTGGAGTCGGCCAAGGGTACGGCACAGTACCGGGACTACTACGTGTGGCGCCCGGGTCGGCAGAATC 

An. triannulatusTTCATCGAGTCGGCCAAGGGCAACCCGACATACCGGGACTACTACGTGTGGCACCCGGGGCGGACGAACG 

An. argyritarsisTTCATTGAGTCGGCCAAGGGGAACGCAACGTACCGGGACTACTACGTTTGGCATCCGGGACAGACGAATG 

An. sawyeri     TTCATTGAGTCGGCCAAGGGGAACGCAACGTACCGGGACTACTACGTTTGGCATCCGGGACAGACGAATG 

 

                        500       510       520       530       540       550       560 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            CGGCGACAGGGG---GTGGTCCGCCGAATAATTGGATCTCGGTATTTGGAGGGTCGGCGTGGACATATAA 

agm3            GCCAGACGGGTGCGCTCGAGCCGCCCAACAACTGGATCTCCGTGTTCGGTGGACCGGCCTGGACGTATGA 

An. aquasalis   CGGTGACCGGGGTCCGGGAACCGCCAAACAACTGGATCTCCGTGTTCGGTGGTTCGGCCTGGAAGTTTCA 

An. braziliensisCGGTGACCGGGGCCCGGGAACCGCCAAACAACTGGATCTCCGTGTTCGGAGGTTCGGCCTGGAAGTTCCA 

An. albitarsis  CGGCGACCGGGGCCCGGGAACCGCCGAACAACTGGATCTCCGTGTTTGGCGGTTCGGCCTGGAAGTTCCA 

An. minor       AGGAGACGGGCGAGCTGGAGCCTCCGAACAACTGGATATCGGTGTTCGGGGGGCCCGCGTGGACGTACGA 

An. triannulatusCGGTGACCGGGGCCCGGGAACCGCCGAACAACTGGATCTCCGTGTTTGGCGGTTCGGCCTGGAAGTTCCA 

An. argyritarsisCGGTGACCGGTGCTCGGGAACCACCCAACAACTGGATCTCCGTGTTCGGCGGATCGGCCTGGACGTACCA 

An. sawyeri     CGGTGACCGGTGCTCGGGAACCACCCAACAACTGGATCTCCGTGTTCGGCGGATCGGCCTGGACGTACCA 

 

                         570       580       590       600       610       620       630 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            TACAGCGAGAGGGGAGTACTATCTGCACCAGTTTACGCCTCAGCAGCCGGATTTGAACTACCGGAATCCG 

agm3            CGAGCGGCGGGGTGAGTTCTATTTGCATCAGTTTACGAAAAAGCAAGCCGACCTGAACTATCGCAATCCG 

An. aquasalis   CGAGGGGCGCGGTGAGTACTATCTGCACCAGTTCACGGATAAGCAGCCCGATCTGAACTACCGCAATCCG 

An. braziliensisCGAGGAGCGCGGTGAGTACTACCTGCACCAGTTCACAGATAAGCAACCGGACCTGAACTACCGCAATCCG 

An. albitarsis  CGAGGGCCGCGGTGAGTACTATCTGCACCAGTTCACGGATAAGCAACCGGACCTGAACTACCGCAATCCG 

An. minor       CGAACGGCGCGGTGAGTTCTACCTGCATCAGTTCACCAAGAAGCAGCCCGACCTGAACTACCGGCACGGG 

An. triannulatusCAAGGGCCGTGGTGAGTATTATCTGCACCAGTTCACGGACAAGCAGGTGGATCTGAACTACCGCAATCCG 

An. argyritarsisTGAAGGGCGCGGTGAGTACTATCTGCACCAGTTCACGGATAAGCAACCGGACCTGAACTACCGCCATCCG 

An. sawyeri     TGAAGGGCGCGGTGAGTACTATCTGCACCAGTTCACGGATAAGCAACCGGACCTGAACTACCGCCATCCG 
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             640       650       660       670       680       690       700 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            AAGGTGCTGGCGGAGATGACCAAGATGTTGTTCTTCTGGTTGGACCGTGGAGTGGATGGGTTCCGGTTGG 

agm3            GCCGTGGTGGAGGAGATGACGAAGATGCTGTCGTTCTGGTTGGAGAAGGGCGTGGATGGGTTCCGACTGG 

An. aquasalis   GCCCTGCTCCGGGATATGACGGCCATGTTGAGCTTCTGGCTCGGGAAGGGTGTCGATGGGTTCCGGCTCG 

An. braziliensisGCCCTGCTCCGGGAAATGACGGCCATGTTGAGCTTCTGGCTCGAGAAGGGTGTCGATGGGTTCCGCCTCG 

An. albitarsis  GCGCTGCTCCGGGATATGACGGACATGTTGAGCTTCTGGCTCGAGAAGGGTGTCGATGGGTTCCGGCTCG 

An. minor       CCGCTGCTGGAGGAGATGACGCGCATGCTCACGTTCTGGCTGGAGAAGGGTGTGGACGGGTTCCGGCTGG 

An. triannulatusGTGGTGCTGCGGGAGATGACGGACATGTTGAGCTTCTGGCTGGAGAAGGGTGTCGATGGGTTCCGGCTCG 

An. argyritarsisACGTTGCTGGGCGAGATGACGGCCATGTTGCGCTTCTGGCTCGACAAGGGTGTCGATGGGTTCCGGCTCG 

An. sawyeri     ACGTTGCTGGGCGAGATGACGGCCATGTTGCGCTTCTGGCTCGACAAGGGTGTCGATGGGTTCCGGCTCG 

 

                         710       720       730       740       750       760       770 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            ACGCTATCAACCACATGTTCGAGGATGAGCAGTTCCGGGATGAGCCGTTGTCTGGGTGGGGACAGTCGGG 

agm3            ACGCAATCAACCATATGTTTGAGGATGCGCAGCTGCGCGATGAGCCGCCG---GGCTGGGGAGCACCGGG 

An. aquasalis   ATGCGATCAACCACATGTTCGAGGATGAGCAGCTGCGTGATGAGCCACCG---GGTTGGGGGCCACCCGG 

An. braziliensisATGCGATCAACCACATGTTTGAGGACGAGCAGTTGCGTGACGAGCCGCCG---GGTTGGGGTGCACCCGA 

An. albitarsis  ATGCGATCAACCACATGTTCGAGGACGAGCAGCTGCGTGATGAGCCACCG---GGATATGGGCCACCGGA 

An. minor       ACGCGATCAACCACATGTTCGAGGACGAGCAGATGCGTGACGAGCCGCCG---GGCTGGGGTGAACCGGG 

An. triannulatusATGCGATCAACCACATGTTCGAGGATGTGCAGCTGCGCGATGAGCCGCCG---GGATCGGGCGATCCCAG 

An. argyritarsisATGCGATCAACCACATGTTCGAGGATGCGCAGCTACGCAATGAGCCACCG---GGCTGGGGTGAGCCCGG 

An. sawyeri     ATGCGATCAACCACATGTTCGAGGATGCGCAGCTACGCAATGAGCCACCG---GGCTGGGGTGAGCCCGG 

 

                         780       790       800       810       820       830       840 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            AGAGTACGATTCTTTGGATCACATTTATACCAAGGACATCCCGGATGTGTATGATGTGGTTTACAACTGG 

agm3            CACGTACGACGAGCTGGACCACATCTACACGAAGGACAACCCGGACACGTACAACGTGGTGTACGGGTGG 

An. aquasalis   TTCCTACGACGAGCTCGATCACATCCACACCAAGGACAATCCGGATACGTACGAAGTGGTGTACGGTTGG 

An. braziliensisCTCATACGATGTACTTGACCACATCTACACCAAGGATGTCGCGGATACGTACGAAGTCGTCTATGGTTGG 

An. albitarsis  CTCGTACGACGTACTCGATCACATCTACACAAAGGACGTCTCGGATACGTACGAAGTCGTCTACGGTTGG 

An. minor       CACGTACGACGTGCTGGATCACATCTACACCAAGGACAACCCGGACACGTACGGTGTGGTGTACCGGTGG 

An. triannulatusTTCCTACGACGCACTGGACCACATCTACACCAAGGACATCCCGGACGTGTACGACGTGGTGTACGGTTGG 

An. argyritarsisCTCGTACGACGAGCTCGACCACATCTACACCAAGGACAACCCGGACACGTACGACGTCGTGTACGGTTGG 

An. sawyeri     CTCGTACGACGAGCTCGACCACATCTACACCAAGGACAACCCGGACACGTACGACGTCGTGTACGGTTGG 

 

                          850       860       870       880       890       900       910 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            CGGGATCAGATGGATAAGTATTCCGCGGAGAAGGGCCGTACTATCATTCTGATGACGGAAGCGTATTCGA 

agm3            CGGCAGCTGTGCGATGACTTTGGGCGCCGGATGAACAAAACCATCATCATCATGACGGAGGCGTACGCGT 

An. aquasalis   AGGCAGCTGTGCGAGGATTATGGCCGCCAGACGGGCAAAACGATCATCCTGATGACGGAGGCGTACGCGT 

An. braziliensisCGTCAGCTGTGCGAGGATTATGGCCGCCAGAAGGGCAAAACGATCATCCTGATGACGGAGGCGTACGCGT 

An. albitarsis  CGTAAGCTGTGCGAGGATTATGGTCGCGAGAAGGGCAAAACCATCATCCTGATGACCGAGGCTTACGCTT 

An. minor       CGTCAGCTGTGCGAGGACTTTGGCCGGCAGCACGACAAAACCATCATCCTCATGACGGAGGCGTACGCAT 

An. triannulatusCGGCAGCTGTGCGAGGACTATGGCCGCCGGATGGACAAGACGATCATCCTGATGACCGAGGCGTACACGT 

An. argyritarsisCGTCAGCTGTGCGAGGACCATGGCCGCCAGACGGGCAAGACGATCATCCTGATGACGGAGGCGTACGCGT 

An. sawyeri     CGTCAGCTGTGCGAGGACCATGGCCGCCAGACGGGCAAGACGATCATCCTGATGACGGAGGCGTACGCGT 

 

 

                        920       930       940       950       960       970       980 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            GCATCGAGGGAACGATGCTGTACTACGAGAGTGCGGACCGGAAGCGCCAGGGAGCTCACATGCCGTTCAA 

agm3            CGATCGAGAACACGATGCTGTACTACGAGGATGCGACCGGGACGCGGCAGGGCGCGCACATGCCGTTCAA 

An. aquasalis   CGATCGAGAATACGATGCGGTACTACGAGGAATCGCCGGGCGGACGGCAGGGTGCCCATATGCCTTTCAA 

An. braziliensisCGATCGAGAACACGATGCGGTACTACGAGGAGTTTCCGGGCGGACGGCAGGGTGCCCACATGCCCTTCAA 

An. albitarsis  CGATCGAAAACACGATGCGGTACTACGAGGAGTCACCGGGCGGTCGGCAGGGTGCCCATATGCCCTTCAA 

An. minor       CCATCGAGAACACGATGCTGTACTACGAGGACGCAACCGGGACGCGTCAGGGCGCGCATATGCCGTTCAA 

An. triannulatusCGATCGAGAACACGATGCGGTACTACGAGGAGTCCCCGGGTGGTCGGCAGGGTGCCCACATGCCCTTCAA 

An. argyritarsisCGATCGAGAACACCATGCGGTACTACGAGGAGTCACCAGGTGGTCGGCAGGGTGCCCACATGCCCTTCAA 

An. sawyeri     CGATCGAGAACACCATGCGGTACTACGAGGAGTCACCAGGTGGTCGGCAGGGTGCCCACATGCCCTTCAA 

 

                          990       1000      1010      1020      1030      1040      1050 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            CTTCCAGCTGATCTATGACTTTAAGAAGGAGCAGAACGCCGTTGGGCTGAAGAGTTCGATCGACTGGTGG 

agm3            CTTTCAGCTGATCTACGACTTCCGGCACGATCAGAATGCGATCGGGCTGAAGCAGTCGATTGATTTTTGG 

An. aquasalis   CTTCCAGCTCATCTACGATTTCAATAGTGATCAGAATGCGATTGGGTTGAAACAATCGATTGATTTCTGG 

An. braziliensisCTTCCAGCTCATCTACGATTTCAAGAGTGATCAGAATGCGATTGGACTCAAGGAATCGATCGACTTCTGG 

An. albitarsis  CTTTCAGCTCATCTACGATTTCAAGAGTGATCAGAATGCGATCGGATTGAAGCAATCGATCGATTTCTGG 

An. minor       CTTTCAGCTCATCTACGACTTCCAGGCGGAGCAGAACGCGATCGGACTGAAGCAGTCCATCGACTGGTGG 

An. triannulatusCTTCCAGCTCATCTACGACTTCAAGGGCGATCAGAATGCGATCGGACTGAAGCAATCGATCGACTTCTGG 

An. argyritarsisCTTCCAGCTCATCTACGACTTCAAGAGCGACCAGAATGCGATCGGGCTGAAGCAATCGATTGACTTCTGG 

An. sawyeri     CTTCCAGCTCATCTACGACTTCAAGAGCGACCAGAATGCGATCGGGCTGAAGCAATCGATTGACTTCTGG 

  

                         1060      1070      1080      1090      1100      1110      1120 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            ATGAACAACATGCCGGCTCGACACACTCCAAGCTGGGTAGCTGGATCGCATGATCACTCGCGGGTAGCGT 

agm3            CTGAACCATATGCCGGCGAGGCATACGGCGAGCTGGGTTGCTGGGTCGCACGATCACTCGCGGGTGGGCA 
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An. aquasalis   TTGAACCATATGCCGGCACGCCAAACACCGAGCTGGGTCGCGGGATCGCATGATCACTCGCGAGCGGCCA 

An. braziliensisTTGAACCATATGCCGGCTCGCCAAACACCGAGCTGGGTCGCAGGATCGCATGATCATTCCCGACCAGCCA 

An. albitarsis  TTGAACCATATGCCAGCTCGCCAAACACCGAGCTGGGTCGCCGGTTCGCATGATCACTCCCGAGCAGCCA 

An. minor       CTCAACCATATGCCGGCACGGCACACACCGAGCTGGGTTGCCGGTTCACACGATCATTCGCGTGTGGGCA 

An. triannulatusCTGAACCATATGCCGGCTCGCCAGACACCGAGCTGGGTGGCGGGATCGCACGATCACTCCCGGGCGGCCA 

An. argyritarsisCTGAACCATATGCCGGCCCGGCAGACACCGAGCTGGGTGGCGGGATCGCACGATCACTCCCGCGTGGCTA 

An. sawyeri     CTGAACCATATGCCGGCCCGGCAGACACCGAGCTGGGTGGCGGGATCGCACGATCACTCCCGCGTGGCTA 

 

                         1130      1140      1150      1160      1170      1180      1190 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            CACGAGTTGGACTAGATCGGGTTGATCAGGTCATGACGTTGCTGCATACCCTGCCGGGGACTAGTATTAC 

agm3            GTCGCGTTGGGCTGGAGCATGTCGATCAGGTGCTGACGCTGCTGCACACGCTGCCAGGGACGAGTATTAC 

An. aquasalis   GTCGCGTTGGGTTGGCGAAGGTTGATCAGTTGCTTACCCTGCTCCACACACTTCCCGGTACCAGTATCAC 

An. braziliensisCTCGCGTTGGATTGGCGAAGGTTGATCAGCTGATTACCCTGCTCCACACGCTTCCCGGTACCAGTATTAC 

An. albitarsis  CTCGCGTTGGGTTGGTGAAGGTGGATCAGCTGCTTACCCTACTGCACACACTCCCCGGTACCAGTATTAC 

An. minor       CCCGGGTTGGGCCAGAGTTTGTCGATCAGGTGCTAACGTTGGTACACACCCTGCCCGGAACGAGCATCAC 

An. triannulatusCTCGCGCCGGGTTGGCGAAGGTTGATCAGTTGCTTACCCTACTGCACACCCTCCCTGGTACAAGCATTAC 

An. argyritarsisGCCGCGTTGGGTTGGCGCAGGTCGATCAGCTGCTTACCCTCGTCCAGACACTGCCCGGTACCAGTATCAC 

An. sawyeri     GCCGCGTTGGGTTGGCGCAGGTCGATCAGCTGCTTACCCTCGTCCAGACACTGCCCGGTACCAGTATCAC 

 

                         1200      1210      1220      1230      1240      1250      1260 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            GTATTACG-------------------------------------------------------------- 

agm3            GTACTACG-------------------------------------------------------------- 

An. aquasalis   CTACTACGTAAGTAGAAATAGTTTACAGAACAT-AATT--TTCCTTTTGAGATCATGACATGACTTTACT 

An. braziliensisCTACTACGTAAGTACAA-CAGCCTACAGGGCAT-AGTT--TTCCTGTTAGTTCTGGAACACGAATTTTTA 

An. albitarsis  CTACTACGTAAGTACAA-CAGTCTGCAGAGCATCGGTT--TTCCTCTTGGGTCTTGAACACGTGTCTTTA 

An. minor       GTACTACGTAAGTGCGA---AGGAGAGGTGCAT---------GCCGGCGCTCCTTTAACTAACCAATTGT 

An. triannulatusCTACTACGTAAGTACCTACGTCACTACGGGCA---ATA--TTTTGCTTGGGATTTAAAC-CAAGACTTTA 

An. argyritarsisCTACTACGTAAGTACACCTAGGCCTAGTTGCTTCAGCTACTCCTAGCCTAGTCTTGGACCTAACGTCACT 

An. sawyeri     CTACTACGTAAGTACACCTAGGCCTAGTTGCTTCAGCTACTCCTAGCCTAGTCTTGGACCTAACGTCACT 

 

 

                          1270      1280      1290      1300      1310      1320      1330 

                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            ------------GTGAAGAGGTAGCCATGCAGGACTTCAAAGAGGCTCAGCAGTTCGACAACCGAGATCC 

agm3            ------------GTGAAGAGATCGGAATGCTGGACTTCAAGGATGCTCAGCTGTACGACAACCGCGACCC 

An. aquasalis   TCTCTCGGTAGGGAGAAGAGATCGGAATGCTGGACTACAAGGCGGCCGAACAGTTTGACAACCGTGATCC 

An. braziliensisCTTTCCGGCAGGGAGAAGAGATCGGTATGCTGGACTACAAGGAGGCCGAGCAGTTTGATAACCGCGATCC 

An. albitarsis  CTGCTTGACAGGGAGAAGAGATCGGAATGTTGGACTACAAGGAGGCCGAGCAGTTTGACAACCGCGATCC 

An. minor       TTT------AGGGTGAAGAGATCGGGATGCAGGACTTCAAAGAGGCCGAGGTGTATGACAACCGTGACCC 

An. triannulatusCTTCTCGTTAGGGAGAAGAGATCGGTATGCAGGATTACGCGGCGGCCGAGCAGTTTGACAACCGTGATCC 

An. argyritarsisCTT-TCGGCAGGGAGAAGAGATCGGTATGCTGGACTACAAGGCGGCCGAGCAGTTTGACAACCGCGATCC 

An. sawyeri     CTT-TCGGCAGGGAGAAGAGATCGGTATGCTGGACTACAAGGCGGCCGAGCAGTTTGACAACCGCGATCC 

 

 

                         1340      1350      1360      1370      1380      1390      1400 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            GAACCGGACGCCGATGCAGTGGGACTCGTCGACCAGTGCCGGGTTCAGTACCAACACCAACACCTGGCTC 

agm3            GAACCGCACACCGATGCAGTGGGACAACTCCATTTCCGCCGGGTTCAGCACGAACCGCACCACCTGGCTG 

An. aquasalis   GAACCGCACACCGATGCAGTGGGACAACACCATATCTTCTGGGTTCAGTACGAACCGGACCACCTGGTTA 

An. braziliensisGAACCGCACACCGATGCAGTGGGACAGTACGATATCGGCCGGGTTCAGTACGAACCGGACCACCTGGTTA 

An. albitarsis  GAATCGCACACCCATGCAGTGGGACAGTACGATTTCGGCCGGGTTCAGTACGAACCGGACCACCTGGTTA 

An. minor       GAACCGTACGCCCATGCAGTGGGACAACAGTATCTCGGCTGGGTTCAGTACCAATCGGACGACCTGGCTG 

An. triannulatusGAACCGCACACCGATGCAGTGGGACAGCACGATATCGGCCGGGTTCAGCACGAACCGGACCACTTGGCTA 

An. argyritarsisGAACCGCACACCGATGCAGTGGGACAGCACGATATCGGCCGGGTTCAGCACGAACCGCACCACTTGGCTA 

An. sawyeri     GAACCGCACACCGATGCAGTGGGACAGCACGATATCGGCCGGGTTCAGCACGAACCGCACCACTTGGCTA 

 

                         1410      1420      1430      1440      1450      1460      1470 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            CGAGTTCATCCGGACTACGCTCGGTACAACGTAGACGTGATGCAGAAGAATCCACAAAGTACCTTCCACC 

agm3            CGACTCCATCCCGACTATCCGACGCGCAACGTGGCGATGCAGGAAGCGGCCGAGAAGAGTACGCTCAAGC 

An. aquasalis   CCGATGCATCCGGACTATCCGACGCGTAATGTCGCGATGCAGGAGTCCGCGGACAAGAGCACCCTTAAGC 

An. braziliensisCCGCTGCATCCGGACTATCCGACGCGTAACGTGGCCATGCAGGAGTCGGCCGACAAGAGCACGCTTAAAC 

An. albitarsis  CCGCTGCATCCGGACTATCCGACCCGGAACGTCGCTATGCAGGAGTCGGCCGAAAAGAGCACCCTCAAGC 

An. minor       CGGATGCACCCCGACTACCCGACCCGGAACGTGGCCATCCAGGAGGCGGCCGAACGGAGCACCCTGAAGC 

An. triannulatusCCGCTGCATCCGGACTATCCGACGCGCAACGTCGCCATGCAGGAGTCGGCCGAGAAGAGCACCCTCAAGC 

An. argyritarsisCCGCTGCATCCCGACTATCCGACACGCAACGTCGCCATGCAGGAGTCAGCCGAGAAGAGCAGCCTCAAGC 

An. sawyeri     CCGCTGCATCCCGACTATCCGACACGCAACGTCGCCATGCAGGAGTCAGCCGAGAAGAGCAGCCTCAAGC 

 

 

                          1480      1490      1500      1510      1520      1530      1540 

                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            ACTTCCAGCATCTGACCAAGCTTCGACGGCACCGGACGATGCAGAGTGGTGAGTACGTGCACAAGACGGT 

agm3            ACTTCCGCACGCTGACGGCACTGCGGCGCCATCCGACGCTGGTGCACGGTGAGTTCAAGCATCGTACGGT 

An. aquasalis   ACTTTCGCACAATGACCAAGCTCCGTCGCCATCGAACCATGATCGATGGAGAGTTCACGCATCGGACGGT 

An. braziliensisACTTCCGTACAATGACCAAGTTGCGTCGCCATCGAACTATGATGGATGGAGACTTCATGCACCGGACGGT 
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An. albitarsis  ACTTCCGCACAATGACCAAGCTGCGTCGGCATCGAACTATGATCGATGGAGATTTTATGCACCGGACGGT 

An. minor       ATTTCCGCACCTTGACGGCCCTGCGACGTCATCCGACGTTGGTGCACGGAGAGTTTACCCACCGGACCGT 

An. triannulatusACTTCCGCACAATGACCAAACTGCGGCGCCATCGGACCATGATCGATGGGGACTTTACGCACCGGACGGT 

An. argyritarsisACTTCCGCAAACTGACTGCGTTGCGACGCCATCGAACGATAATTGACGGGGATTTCACGCATCGAACAGT 

An. sawyeri     ACTTCCGCAAACTGACTGCGTTGCGACGCCATCGAACGATAATTGACGGGGATTTCACGCATCGAACAGT 

 

                         1550      1560      1570      1580      1590      1600      1610 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            CGGAACCAAGGTGTACGCATTGCTGAGGGAACTCCGTGGTGAGGATTCGTTCCTGACGGTGCTGAACATG 

agm3            CGGGCCGGATGTGTACGCGTTCAGCCGAGAGCTGCACGGGGAGGATACGCTTGTCACCGTGCTAAACATG 

An. aquasalis   CGGACGTGATGTGTACGCTTTCAGTCGGGATCTGCACGGTGAGGATTCGTTCGTGACGGTGCTCAATATG 

An. braziliensisCGGCCGCGATGTGTACGCCTTCAGTCGGGATCTGCATGGTGAGGATTCGTTCGTGACGGTACTCAATATG 

An. albitarsis  GGGTCGCGATGTGTACGCCTTCAGTCGGGAGCTACACGGTGAGGATTCGTTCGTGACGGTGCTCAATATG 

An. minor       CGGAGCGGACGTGTACGCGTTCAGTCGGGAGCTTCATGGACAGGACACGCTCGTCACCGTACTCAACATG 

An. triannulatusCGGTCGCGATGTGTACGCCTTCAGCCGGGATCTGCACGGTGAGGATTCGTTCGTGACGGTGATCAATATG 

An. argyritarsisCGGTCGCGATGTGTACGCCTTCAGCCGGGATCTGCACGGTGAAGACTCGTTCGTGACGGTGCTCAATATG 

An. sawyeri     CGGTCGCGATGTGTACGCCTTCAGCCGGGATCTGCACGGTGAAGACTCGTTCGTGACGGTGCTCAATATG 

 

                         1620      1630      1640      1650      1660      1670      1680 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            GCCGGAGCAGAGGATACCGTGGATCTGGGAGATTTCGTGAATCTTCCGCAGAAGATGCGAGTCGAGGTGG 

agm3            GCGACCAGCAGCAGGACGGTCGATTTGGGAGACTTTGTCAATCTACCCGCCCGGCTGACGGTGGAGATAG 

An. aquasalis   GCTGCTGAGGGGCGTACGGTGGATCTGGGGGACTTTGTGAACCTACCC---------------------- 

An. braziliensisGCCGCGGAGGGGCGTACGGTGGATCTGGGGGACTTTGTGAATCTACCC---------------------- 

An. albitarsis  GCCGCCGAGGGCCACACGGTAGATTTGGGGGACTTTGTCAACCTACCC---------------------- 

An. minor       GCCGCACAAGGGCGTACCGTGGATCTGGGGGACTTTGTGAACCTACCC---------------------- 

An. triannulatusGCCGCCGACGGGCGTACGGTGGATCTGGGAGACTTTGTCAACCTACCC---------------------- 

An. argyritarsisGGCGCCGACGGGCGTACGGTGGACCTTGGAGACTTTGTGAACCTACCC---------------------- 

An. sawyeri     GGCGCCGACGGGCGTACGGTGGACCTTG------------------------------------------ 

 

 

                         1690      1700      1710      1720      1730      1740      1750 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            CGCAACCGAACTCCAAGTCGAAGGCGGGCAATGAGGTCGACATCGGCAAGTTGACGCTGGGACCGTACGA 

agm3            CGCAACCGATGTCCAACTATAAGGCAGGCGATGAAGTCGATATTCATCAAGTGACCTTGCTGCAGCACGA 

An. aquasalis   ---------------------------------------------------------------------- 

An. braziliensis---------------------------------------------------------------------- 

An. albitarsis  ---------------------------------------------------------------------- 

An. minor       ---------------------------------------------------------------------- 

An. triannulatus---------------------------------------------------------------------- 

An. argyritarsis---------------------------------------------------------------------- 

An. sawyeri     ---------------------------------------------------------------------- 

 

                         1760      1770      1780      1790      1800      1810      1820 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

cqm1            TTCGGTTGTGCTGAGAGCAACGGTTTCGTCGGCAGCTGCTATCAACCTTTCGATTGGATTGCTGCTAGCG 

agm3            TTCCGTCGTGCTGCGGGCCGTTGTTTCTGGAGCGTCTGTCGTGCGGCTTTCGCTAATCGTCGCCTTGTTG 

An. aquasalis   ---------------------------------------------------------------------- 

An. braziliensis---------------------------------------------------------------------- 

An. albitarsis  ---------------------------------------------------------------------- 

An. minor       ---------------------------------------------------------------------- 

An. triannulatus---------------------------------------------------------------------- 

An. argyritarsis---------------------------------------------------------------------- 

An. sawyeri     ---------------------------------------------------------------------- 

 

                  1830      1840 

                ....|....|....|....|....|.. 

cqm1            ATTATGGCCAGGTATATTTTCGTGTAG 

agm3            GCAGCTGTTGAGCATTTGTTTTAA--- 

An. aquasalis   --------------------------- 

An. braziliensis--------------------------- 

An. albitarsis  --------------------------- 

An. minor       --------------------------- 

An. triannulatus--------------------------- 

An. argyritarsis--------------------------- 

An. sawyeri     --------------------------- 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

Legenda: cqm1: Sequência de cDNA (ID Genbank DQ333335); agm3: sequência de cDNA (ID Genbank 

EU165335.1); Letras em vermelho indicam os primers flanqueadores F e R que foram utilizados para amplificar 

a sequência total do gene agm3; Setas em laranja indicam a posição dos primers degenerados universais utilizados 

neste estudo; Setas de duas pontas na cor azul indicam as posições dos primers F e R internos de sequenciamento; 

Linha vermelha indica a região do íntron 1 identificado em todas as sequências. 
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Após a análise das sequências de nucleotídeos de cada gene, foram geradas as 

sequências de aminoácidos utilizando a ferramenta BioEdit Sequence Alignment Editor, onde 

todos os fragmentos gênicos apresentaram o mesmo tamanho ~487aa, com exceção da amostra 

de An. sawyeri com ~474aa (Quadro 7). Estas sequências proteicas parciais não possuem os 

~35 aminoácidos na porção N-terminal e ~62 aminoácidos na região C-terminal, com exceção 

da amostra de An. sawyeri, que perdeu 6 aminoácidos a mais na porção N-terminal e 7 

aminoácidos na região C-terminal. Ao serem submetidas ao BLAST, todas as sequências de 

aminoácidos apresentaram mais de 70% de identidade e similaridade quando comparadas às 

proteínas de referência Cqm1, Aam1 e Agm3 (Quadro 7). 

 

Quadro 7 – Sequência parciais de aminoácidos de α-glicosidases ortólogas à Cqm1 presentes em espécies de 

Anopheles spp. e suas identidades/similaridades com as proteínas de referência Cqm1, Aam1 e Agm3. 

 

Espécie Aminoácidos Sequência Identidade/ 

Similaridade 

Cqm1 

Identidade/ 

Similaridade 

Aam1 

Identidade/ 

Similaridade 

Agm3 

An. 

aquasalis 

487aa FYQIYPRSFKDSNGDGIGDLKGITSKLEYLAGLGI

DAAWLSPPFKSPLRDFGYDVSDFYDIQPEYGTVA
DMEELIEESHRHGIKLMLDFIPNHSSDEHQWFIES

ARGNPTYRDYYVWHPGRINSVTGVREPPNNWISV

FGGSAWKFHEGRGEYYLHQFTDKQPDLNYRNPA
LLRDMTAMLSFWLGKGVDGFRLDAINHMFEDEQ

LRDEPPGWGPPGSYDELDHIHTKDNPDTYEVVYG

WRQLCEDYGRQTGKTIILMTEAYASIENTMRYYE
ESPGGRQGAHMPFNFQLIYDFNSDQNAIGLKQSID

FWLNHMPARQTPSWVAGSHDHSRAASRVGLAK
VDQLLTLLHTLPGTSITYYGEEIGMLDYKAAEQF

DNRDPNRTPMQWDNTISSGFSTNRTTWLPMHPD

YPTRNVAMQESADKSTLKHFRTMTKLRRHRTMI
DGEFTHRTVGRDVYAFSRDLHGEDSFVTVLNMA

AEGRTVDLGDFVNLP 

71%/81% 73%/83% 82%/89% 

An. 

braziliensis 

487aa FYQIYPRSFKDSNGDGIGDLKGITSKLEYVAGLGI

DAAWLSPPFKSPLRDFGYDVSDFYDIQPEYGTVA

DMEELIEEAHRHGIKLMLDFIPNHSSDEHQWFIES
ARGNPTYRDYYVWHPGRTNAVTGAREPPNNWIS

VFGGSAWKFHEERGEYYLHQFTDKQPDLNYRNP

ALLREMTAMLSFWLEKGVDGFRLDAINHMFEDE
QLRDEPPGWGAPDSYDVLDHIYTKDVADTYEVV

YGWRQLCEDYGRQKGKTIILMTEAYASIENTMRY

YEEFPGGRQGAHMPFNFQLIYDFKSDQNAIGLKE
SIDFWLNHMPARQTPSWVAGSHDHSRPATRVGL

AKVDQLITLLHTLPGTSITYYGEEIGMLDYKEAEQ

FDNRDPNRTPMQWDSTISAGFSTNRTTWLPLHPD
YPTRNVAMQESADKSTLKHFRTMTKLRRHRTM

MDGDFMHRTVGRDVYAFSRDLHGEDSFVTVLN

MAAEGRTVDLGDFVNLP 

71%/82% 73%/84% 81%/89% 

An. 

albitarsis  

487aa FYQIYPRSFKDSNGDGIGDLKGITSQMEYLAGLGI

DAAWLSPPFKSPLRDFGYDVSDFYDIQPEYGTLA
DMEELIEESHRHGIKMMLDFIPNHSSDEHYWFIES

AQGNPTYRDYYVWHPGRINAATGAREPPNNWIS

VFGGSAWKFHEGRGEYYLHQFTDKQPDLNYRNP
ALLRDMTDMLSFWLEKGVDGFRLDAINHMFEDE

QLRDEPPGYGPPDSYDVLDHIYTKDVSDTYEVVY

GWRKLCEDYGREKGKTIILMTEAYASIENTMRYY
EESPGGRQGAHMPFNFQLIYDFKSDQNAIGLKQSI

DFWLNHMPARQTPSWVAGSHDHSRAATRVGLV

KVDQLLTLLHTLPGTSITYYGEEIGMLDYKEAEQF

72%/82% 74%/84% 81%/89% 
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DNRDPNRTPMQWDSTISAGFSTNRTTWLPLHPDY

PTRNVAMQESAEKSTLKHFRTMTKLRRHRTMID
GDFMHRTVGRDVYAFSRELHGEDSFVTVLNMAA

EGHTVDLGDFVNLP 

An. minor  487aa FYQTYPRSFQDSDDDGIGDLNGITSRMAYLAGLGI

DATWLSPPFVSPLADFGYDVADFYDIQPEYGTLG

DMQALIDEAHRHGIKLMLDFIPNHSSDEHEWFVE
SAKGTAQYRDYYVWRPGRQNQETGELEPPNNWI

SVFGGPAWTYDERRGEFYLHQFTKKQPDLNYRH

GPLLEEMTRMLTFWLEKGVDGFRLDAINHMFED
EQMRDEPPGWGEPGTYDVLDHIYTKDNPDTYGV

VYRWRQLCEDFGRQHDKTIILMTEAYASIENTML

YYEDATGTRQGAHMPFNFQLIYDFQAEQNAIGLK
QSIDWWLNHMPARHTPSWVAGSHDHSRVGTRV

GPEFVDQVLTLVHTLPGTSITYYGEEIGMQDFKEA

EVYDNRDPNRTPMQWDNSISAGFSTNRTTWLRM
HPDYPTRNVAIQEAAERSTLKHFRTLTALRRHPTL

VHGEFTHRTVGADVYAFSRELHGQDTLVTVLNM

AAQGRTVDLGDFVNLP 

70%/80% 72%/83% 88%/93% 

An. 

triannulatus 

487aa FYQIYPRSFKDSNGDGIGDLKGITSKMEYLAGLGI

DATWLSPPFKSPLRDFGYDVSDFYTIQPEYGTLAD
MEELIEESHRHGIKMMLDFIPNHTSDEHEWFIESA

KGNPTYRDYYVWHPGRTNAVTGAREPPNNWISV

FGGSAWKFHKGRGEYYLHQFTDKQVDLNYRNPV
VLREMTDMLSFWLEKGVDGFRLDAINHMFEDVQ

LRDEPPGSGDPSSYDALDHIYTKDIPDVYDVVYG
WRQLCEDYGRRMDKTIILMTEAYTSIENTMRYYE

ESPGGRQGAHMPFNFQLIYDFKGDQNAIGLKQSI

DFWLNHMPARQTPSWVAGSHDHSRAATRAGLA
KVDQLLTLLHTLPGTSITYYGEEIGMQDYAAAEQ

FDNRDPNRTPMQWDSTISAGFSTNRTTWLPLHPD

YPTRNVAMQESAEKSTLKHFRTMTKLRRHRTMI
DGDFTHRTVGRDVYAFSRDLHGEDSFVTVINMA

ADGRTVDLGDFVNLP 

71%/81% 72%/82% 81%/88% 

An. 

argyritarsis 

487aa FYQIYPRSFKDSNGDGIGDLKGITSKLEYLAGLGI

DAAWLSPPFASPLRDFGYDVSDFYDIQPEYGTVA

DMEELIQEAHRHGIKLMLDFIPNHSSDEHQWFIES
AKGNATYRDYYVWHPGQTNAVTGAREPPNNWIS

VFGGSAWTYHEGRGEYYLHQFTDKQPDLNYRHP

TLLGEMTAMLRFWLDKGVDGFRLDAINHMFEDA
QLRNEPPGWGEPGSYDELDHIYTKDNPDTYDVV

YGWRQLCEDHGRQTGKTIILMTEAYASIENTMRY

YEESPGGRQGAHMPFNFQLIYDFKSDQNAIGLKQ
SIDFWLNHMPARQTPSWVAGSHDHSRVASRVGL

AQVDQLLTLVQTLPGTSITYYGEEIGMLDYKAAE

QFDNRDPNRTPMQWDSTISAGFSTNRTTWLPLHP

DYPTRNVAMQESAEKSSLKHFRKLTALRRHRTIID

GDFTHRTVGRDVYAFSRDLHGEDSFVTVLNMGA

DGRTVDLGDFVNLP 

70%/81% 73%/83% 82%/90% 

An. sawyeri 474aa RSFKDSNGDGIGDLKGITSKLEYLAGLGIDAAWLS

PPFASPLRDFGYDVSDFYDIQPEYGTVADMEDLIQ
EAHRHGIKLMLDFIPNHSSDEHQWFIESAKGNAT

YRDYYVWHPGQTNAVTGAREPPNNWISVFGGSA

WTYHEGRGEYYLHQFTDKQPDLNYRHPTLLGEM
TAMLRFWLDKGVDGFRLDAINHMFEDAQLRNEP

PGWGEPGSYDELDHIYTKDNPDTYDVVYGWRQL

CEDHGRQTGKTIILMTEAYASIENTMRYYEESPGG
RQGAHMPFNFQLIYDFKSDQNAIGLKQSIDFWLN

HMPARQTPSWVAGSHDHSRVASRVGLAQVDQLL

TLVQTLPGTSITYYGEEIGMLDYKAAEQFDNRDP
NRTPMQWDSTISAGFSTNRTTWLPLHPDYPTRNV

AMQESAEKSSLKHFRKLTALRRHRTIIDGDFTHRT

VGRDVYAFSRDLHGEDSFVTVLNMGADGRTVDL 

69%/80% 72%/83% 81%/89% 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

Legenda: Possíveis sítios de N-glicosilação preditos estão evidenciados em letras vermelhas; Sítios de inserção 

do 1° íntron estão em letra azul. 
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Os sítios de N-glicosilação foram preditos através da ferramenta NetNGlyc 1.0, onde 

foi possível observar diferenças no padrão de glicosilação entre as sequências proteicas. 

Glicosilação é uma modificação que ocorre após a tradução, podendo aumentar a diversidade 

da estrutura ou funcionalidade de proteínas eucarióticas, além de auxiliar interações proteína-

proteína e sinalização. Em insetos, existem dois tipos principais: N-glicosilação e O-

glicosilação, e focamos na primeira pois tem papel importante em proteínas com atividade 

catalítica. Os sítios de N-glicosilação são definidos pela sequência N-X-T/S, onde N é 

asparagina, X é qualquer aminoácido exceto prolina, seguidos de treonina ou serina (WALSKI, 

et al., 2017). Na Tabela 2 é possível observar a disposição dos sítios de N-glicosilação e seus 

respectivos potenciais.  

 

Tabela 2 – Sítios de potenciais N-glicosilações em Cqm1, Aam1, Agm3 e α-glicosidases de Anopheles spp. 

geradas pela ferramenta NetNGlyc 1.0. 

 

Espécie Sítios  Potenciais de N-glicosilação 

 

Cqm1 

1 – 102NTL104 +++ 

2 – 127NHS129 + 

3 – 410NRT412 - 

4 – 564NLS566 --- 

 

 

Aam1 

1 – 126NHS128 + 

2 – 142NET144 - 

3 – 310NRT312 ++ 

4 – 414NRT416 --- 

5 – 431NAT433 - 

6 – 533NST535 - 

 

 

Agm3 

1 – 132NHS134 + 

2 – 291NKT293 ++ 

3 – 419NRT421 --- 

4 – 436NRT438 + 

 

 

 

An. aquasalis* 

                 1 – 92NHS94                            + 

2 – 108NPT110 + 

3 – 379NRT381 --- 

4 – 396NRT398 - 

 

 

An. braziliensis* 

                  1 – 92NHS94 + 

2 – 108NPT110 + 

3 – 379NRT381 --- 

4 – 396NRT398 + 



Caracterização de α-glicosidases de espécies de Anopheles spp...                                Cordeiro, M. D. O.        67 
  

 

 

An. albitarsis* 

                 1 – 92NHS94 + 

2 – 108NPT110 + 

3 – 379NRT381 --- 

4 – 396NRT398 + 

 

 

An. minor* 

                 1 – 92NHS94 + 

2 – 379NRT381 --- 

3 – 396NRT398 + 

 

 
 

An. triannulatus* 

                 1 – 92NHT94 + 

2 – 108NPT110 + 

3 – 379NRT381 --- 

4 – 396NRT398 + 

 

 

An. argyritarsis* 

                 1 – 92NHS94 + 

2 – 108NAT110 + 

3 – 379NRT381 --- 

4 – 396NRT398 + 

 

 

An. sawyeri* 

                 1 – 86NHS88 + 

2 – 102NAT104 + 

3 – 373NRT375 --- 

4 – 390NRT392 - 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

Legenda: Potenciais de N-glicosilação, onde: (+) potencial > 0,5; (++) potencial > 0,5 com concordância das 9 

redes neurais ou potencial > 0,75; (+++) potencial > 0,75 com concordância das 9 redes neurais; (++++) potencial 

> 0,90 com concordância das 9 redes neurais; (-) potencial < 0.5; (--) potencial < 0,5 e concordância das 9 redes 

neurais; (---) potencial < 0,32 e concordância das 9 redes neurais. *As espécies de Anopheles possuem as posições 

dos sítios de acordo com suas sequências parciais.  

 

 A detecção de domínios conservados de famílias proteicas é feita através padrões ou 

motivos de sequências entre proteínas. Os domínios conservados são unidades recorrentes na 

evolução molecular, que podem ser recombinados em diferentes arranjos para definir a função 

de uma proteína. Para classificação de maltases é considerado o domínio catalítico α-amilase, 

e a família α-amilase compreende a maior família de glicosídeo hidrolases (GH) (CAZy, 2022). 

Todas as sequências polipeptídicas deste estudo apresentaram os domínios conservados de 

AmyAc_maltase (cd11328), conforme o programa CDD - Conseverd domains database, e 

apresentaram os blocos conservados de α-glicosidases de mosquitos descritos por Krasikov et 

al. (2001), conforme Quadro 8.  

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=cd11328
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Quadro 8 – Detecção de domínios conservados em proteínas ortólogas à Cqm1, Aam1 e Agm3 em espécie de 

Anopheles spp. 

 
 

Proteína 
Região 

1 2 3 4 

Mosquito AG’ 

(Krasikov et al., 

2001) 

114 - DFVPNH 215 - GFRIDAVPY 297-EAYT 358-VLGNHD 

Cqm1 123 - DFIPNH 220 - GFRLDAINH 290 - EAYS 353 -VAGSHD 

Aam1 122 - DFIPNH 224 - GFRLDAINH 294 - EAYS 357 -VSGSHD 

Agm3 128 - DFIPNH 230 - GFRLDAINH 299 - EAYA 362 -VAGSHD 

An. aquasalis 88 - DFIPNH 190 - GFRLDAINH 259 - EAYA 322 -VAGSHD 

An. braziliensis 88 - DFIPNH 190 - GFRLDAINH 259 - EAYA 322 -VAGSHD 

An. albitarsis 88 - DFIPNH 190 - GFRLDAINH 259 - EAYA 322 -VAGSHD 

An. minor 88 - DFIPNH 190 - GFRLDAINH 259 - EAYA 322 -VAGSHD 

An. triannulatus 88 - DFIPNH 190 - GFRLDAINH 259 - EAYT 322 -VAGSHD 

An. argyritarsis 88 - DFIPNH 190 - GFRLDAINH 259 - EAYA 322 -VAGSHD 

An. sawyeri 82 - DFIPNH 184 - GFRLDAINH 253 - EAYA 316 -VAGSHD 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

Legenda: Regiões de domínios conservados para α-glicosidases, tendo como base a classificação feita por 

Krasikov et al. (2001) e através da ferramenta CD-Search (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). 

Os aminoácidos em negrito das proteínas de estudo são aqueles destacados pelo programa CD-Search como sítios 

catalíticos. 

 

Apesar das sequências preditas de proteínas de Anopheles spp. deste estudo 

apresentarem truncagens, foi possível analisar de forma comparativa a conservação da região 

S129 – A312 já descrita em Cqm1 como importante para a interação com a toxina binária, 

representados na Figura 14 (FERREIRA et al., 2014). Além disso, ao alinhar as sequências de 

aminoácidos foi possível observar as diferenças na posição dos sítios de glicosilação e 

conservação de regiões importantes. No alinhamento, a região referente à S129 – A312 

apresentou aminoácidos conservados nas proteínas de Anopheles spp., e uma das maiores 

diferenças se concentrou na região 155PATGGG160, descrita como crucial na ligação à BinB 

por Ferreira et al., 2014. As regiões descritas como importantes no docking também 

apresentaram diferenças entre as proteínas, principalmente para Agm3 (Figura 15).  

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
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Figura 14 – Diagrama esquemático da disposição e comparação das sequências de aminoácidos das α-glicosidases ortólogas à Cqm1 nas espécies. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
Legenda: Diagrama linear das sequências polipeptídicas das α-glicosidases, enfatizando região amplificada pelos primers degenerados, N-glicosilações, aa presentes na região 

considerada crítica para a ligação de Cqm1 e inserção de íntron.  
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Figura 15 – Alinhamento múltiplo das proteínas ortólogas à Cqm1 em Anopheles spp com α-glicosidases de referência Cqm1, Aam1 e Agm3. 

 

                         10        20        30        40        50        60        70 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Cqm1            -----MRTLGALGLVALLATTVNGLAIREPDSKDWYQHATFYQIYPRSFLDSNGDGIGDLAGITSKMKYL 

Aam1            -----MR-LCSAGLLVTLAVFASSFDIREPEQKDWYQHATFYQIYPRSFKDSDGDGIGDLAGITSKMSYL 

Agm3            MKFYRPLVTVSLTVALLSACALQAAEVREPDEKDWYQHATFYQIYPRSFQDSNGDGIGDLKGITARMEYL 

An. aquasalis   ----------------------------------------FYQIYPRSFKDSNGDGIGDLKGITSKLEYL 

An. braziliensis----------------------------------------FYQIYPRSFKDSNGDGIGDLKGITSKLEYV 

An. albitarsis  ----------------------------------------FYQIYPRSFKDSNGDGIGDLKGITSQMEYL 

An. minor       ----------------------------------------FYQTYPRSFQDSDDDGIGDLNGITSRMAYL 

An. triannulatus----------------------------------------FYQIYPRSFKDSNGDGIGDLKGITSKMEYL 

An. argyritarsis----------------------------------------FYQIYPRSFKDSNGDGIGDLKGITSKLEYL 

An. sawyeri     ----------------------------------------------RSFKDSNGDGIGDLKGITSKLEYL 
 

                                           80        90       100       110       120       130       140 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Cqm1            ADIGIDATWLSPPFKSPLKDFGYDVSDFYDIQPEYGNLTDFDKLVEESHKNGIKLMLDFIPNHSSDQHEW 

Aam1            ADIGIDATWLSPPFKSPLRDFGYDVSDFYDIQPEYGTLESFDELVQEAHKNGIKLMLDFIPNHSSDEHDW 

Agm3            AGLGIDATWLSPPFVSPLADFGYDVADFYDIQPEYGTLADMEELIAEAHRHGIKLMLDFIPNHSSDEHDW 

An. aquasalis   AGLGIDAAWLSPPFKSPLRDFGYDVSDFYDIQPEYGTVADMEELIEESHRHGIKLMLDFIPNHSSDEHQW 

An. braziliensisAGLGIDAAWLSPPFKSPLRDFGYDVSDFYDIQPEYGTVADMEELIEEAHRHGIKLMLDFIPNHSSDEHQW 

An. albitarsis  AGLGIDAAWLSPPFKSPLRDFGYDVSDFYDIQPEYGTLADMEELIEESHRHGIKMMLDFIPNHSSDEHYW 

An. minor       AGLGIDATWLSPPFVSPLADFGYDVADFYDIQPEYGTLGDMQALIDEAHRHGIKLMLDFIPNHSSDEHEW 

An. triannulatusAGLGIDATWLSPPFKSPLRDFGYDVSDFYTIQPEYGTLADMEELIEESHRHGIKMMLDFIPNHTSDEHEW 

An. argyritarsisAGLGIDAAWLSPPFASPLRDFGYDVSDFYDIQPEYGTVADMEELIQEAHRHGIKLMLDFIPNHSSDEHQW 

An. sawyeri     AGLGIDAAWLSPPFASPLRDFGYDVSDFYDIQPEYGTVADMEDLIQEAHRHGIKLMLDFIPNHSSDEHQW 
 
 

 

 

                         150       160       170       180       190       200       210 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Cqm1            FVKSVLRDPEYSDFYVWRP----PATGGG-PPNNWISVFGGSAWTYNQARGEYYLHQFTPQQPDLNYRNP 

Aam1            FVKSAERNETYKDFYVWHPGRQNAETGKLDPPNNWISVFGGPAWTYHEGRQEFYLHQFTDKQPDLNYRNP 

Agm3            FVQSANGVAKYRDYYIWRPGRQNSQTGALEPPNNWISVFGGPAWTYDERRGEFYLHQFTKKQADLNYRNP 

An. aquasalis   FIESARGNPTYRDYYVWHPGRINSVTGVREPPNNWISVFGGSAWKFHEGRGEYYLHQFTDKQPDLNYRNP 

An. braziliensisFIESARGNPTYRDYYVWHPGRTNAVTGAREPPNNWISVFGGSAWKFHEERGEYYLHQFTDKQPDLNYRNP 

An. albitarsis  FIESAQGNPTYRDYYVWHPGRINAATGAREPPNNWISVFGGSAWKFHEGRGEYYLHQFTDKQPDLNYRNP 

An. minor       FVESAKGTAQYRDYYVWRPGRQNQETGELEPPNNWISVFGGPAWTYDERRGEFYLHQFTKKQPDLNYRHG 

An. triannulatusFIESAKGNPTYRDYYVWHPGRTNAVTGAREPPNNWISVFGGSAWKFHKGRGEYYLHQFTDKQVDLNYRNP 

An. argyritarsisFIESAKGNATYRDYYVWHPGQTNAVTGAREPPNNWISVFGGSAWTYHEGRGEYYLHQFTDKQPDLNYRHP 

An. sawyeri     FIESAKGNATYRDYYVWHPGQTNAVTGAREPPNNWISVFGGSAWTYHEGRGEYYLHQFTDKQPDLNYRHP 
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                          220       230       240       250       260       270       280 

                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Cqm1            KVLAEMTKMLFFWLDRGVDGFRLDAINHMFEDEQFRDEPLSGWGQPGEYDSLDHIYTKDIPDVYDVVYNW 

Aam1            AVLEEMTKMLFFWLDRGVDGFRLDAINHMFEDPELRDEPPSGWSDPGKYDSLDHIYTKDVEDVYKVVYDW 

Agm3            AVVEEMTKMLSFWLEKGVDGFRLDAINHMFEDAQLRDEPP-GWGAPGTYDELDHIYTKDNPDTYNVVYGW 

An. aquasalis   ALLRDMTAMLSFWLGKGVDGFRLDAINHMFEDEQLRDEPP-GWGPPGSYDELDHIHTKDNPDTYEVVYGW 

An. braziliensisALLREMTAMLSFWLEKGVDGFRLDAINHMFEDEQLRDEPP-GWGAPDSYDVLDHIYTKDVADTYEVVYGW 

An. albitarsis  ALLRDMTDMLSFWLEKGVDGFRLDAINHMFEDEQLRDEPP-GYGPPDSYDVLDHIYTKDVSDTYEVVYGW 

An. minor       PLLEEMTRMLTFWLEKGVDGFRLDAINHMFEDEQMRDEPP-GWGEPGTYDVLDHIYTKDNPDTYGVVYRW 

An. triannulatusVVLREMTDMLSFWLEKGVDGFRLDAINHMFEDVQLRDEPP-GSGDPSSYDALDHIYTKDIPDVYDVVYGW 

An. argyritarsisTLLGEMTAMLRFWLDKGVDGFRLDAINHMFEDAQLRNEPP-GWGEPGSYDELDHIYTKDNPDTYDVVYGW 

An. sawyeri     TLLGEMTAMLRFWLDKGVDGFRLDAINHMFEDAQLRNEPP-GWGEPGSYDELDHIYTKDNPDTYDVVYGW 
 

 

 
 

                         290       300       310       320       330       340       350 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Cqm1            RDQMDKYSAEKGRTIILMTEAYSSIEGTMLYYESADRKRQGAHMPFNFQLIYDFKKEQNAVGLKNSIDWW 

Aam1            RDLMDTYSKENGRTIILMTEAYSSIEGTMLYYENANRTRQGAHMPFNFQLIYDFKDIQNAVGLKQSIDWW 

Agm3            RQLCDDFGRRMNKTIIIMTEAYASIENTMLYYEDATGTRQGAHMPFNFQLIYDFRHDQNAIGLKQSIDFW 

An. aquasalis   RQLCEDYGRQTGKTIILMTEAYASIENTMRYYEESPGGRQGAHMPFNFQLIYDFNSDQNAIGLKQSIDFW 

An. braziliensisRQLCEDYGRQKGKTIILMTEAYASIENTMRYYEEFPGGRQGAHMPFNFQLIYDFKSDQNAIGLKESIDFW 

An. albitarsis  RKLCEDYGREKGKTIILMTEAYASIENTMRYYEESPGGRQGAHMPFNFQLIYDFKSDQNAIGLKQSIDFW 

An. minor       RQLCEDFGRQHDKTIILMTEAYASIENTMLYYEDATGTRQGAHMPFNFQLIYDFQAEQNAIGLKQSIDWW 

An. triannulatusRQLCEDYGRRMDKTIILMTEAYTSIENTMRYYEESPGGRQGAHMPFNFQLIYDFKGDQNAIGLKQSIDFW 

An. argyritarsisRQLCEDHGRQTGKTIILMTEAYASIENTMRYYEESPGGRQGAHMPFNFQLIYDFKSDQNAIGLKQSIDFW 

An. sawyeri     RQLCEDHGRQTGKTIILMTEAYASIENTMRYYEESPGGRQGAHMPFNFQLIYDFKSDQNAIGLKQSIDFW 
 

 

 

                         360       370       380       390       400       410       420 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Cqm1            MNNMPARHTPSWVAGSHDHSRVASRVGLDRVDQVMTLLHTLPGTSITYYGEEVAMQDFKEAQQFDNRDPN 

Aam1            MNHMPARHTPSWVSGSHDHERFASRVGENRVEQMMTLLHTLPGTSITYYGEEIGMLDYKEAQTYDGRDPN 

Agm3            LNHMPARHTASWVAGSHDHSRVGSRVGLEHVDQVLTLLHTLPGTSITYYGEEIGMLDFKDAQLYDNRDPN 

An. aquasalis   LNHMPARQTPSWVAGSHDHSRAASRVGLAKVDQLLTLLHTLPGTSITYYGEEIGMLDYKAAEQFDNRDPN 

An. braziliensisLNHMPARQTPSWVAGSHDHSRPATRVGLAKVDQLITLLHTLPGTSITYYGEEIGMLDYKEAEQFDNRDPN 

An. albitarsis  LNHMPARQTPSWVAGSHDHSRAATRVGLVKVDQLLTLLHTLPGTSITYYGEEIGMLDYKEAEQFDNRDPN 

An. minor       LNHMPARHTPSWVAGSHDHSRVGTRVGPEFVDQVLTLVHTLPGTSITYYGEEIGMQDFKEAEVYDNRDPN 

An. triannulatusLNHMPARQTPSWVAGSHDHSRAATRAGLAKVDQLLTLLHTLPGTSITYYGEEIGMQDYAAAEQFDNRDPN 

An. argyritarsisLNHMPARQTPSWVAGSHDHSRVASRVGLAQVDQLLTLVQTLPGTSITYYGEEIGMLDYKAAEQFDNRDPN 

An. sawyeri     LNHMPARQTPSWVAGSHDHSRVASRVGLAQVDQLLTLVQTLPGTSITYYGEEIGMLDYKAAEQFDNRDPN 
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                         430       440       450       460       470       480       490 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Cqm1            RTPMQWDSSTSAGFSTNTNTWLRVHPDYARYNVDVMQKNPQSTFHHFQHLTKLRRHRTMQSGEYVHKTVG 

Aam1            RTPMQWDGTTSAGFSTNATTWLKVHPDYASLNVDLQQNAEKSHFHHFRALTSLRRHETMQNGDFLHRTVG 

Agm3            RTPMQWDNSISAGFSTNRTTWLRLHPDYPTRNVAMQEAAEKSTLKHFRTLTALRRHPTLVHGEFKHRTVG 

An. aquasalis   RTPMQWDNTISSGFSTNRTTWLPMHPDYPTRNVAMQESADKSTLKHFRTMTKLRRHRTMIDGEFTHRTVG 

An. braziliensisRTPMQWDSTISAGFSTNRTTWLPLHPDYPTRNVAMQESADKSTLKHFRTMTKLRRHRTMMDGDFMHRTVG 

An. albitarsis  RTPMQWDSTISAGFSTNRTTWLPLHPDYPTRNVAMQESAEKSTLKHFRTMTKLRRHRTMIDGDFMHRTVG 

An. minor       RTPMQWDNSISAGFSTNRTTWLRMHPDYPTRNVAIQEAAERSTLKHFRTLTALRRHPTLVHGEFTHRTVG 

An. triannulatusRTPMQWDSTISAGFSTNRTTWLPLHPDYPTRNVAMQESAEKSTLKHFRTMTKLRRHRTMIDGDFTHRTVG 

An. argyritarsisRTPMQWDSTISAGFSTNRTTWLPLHPDYPTRNVAMQESAEKSSLKHFRKLTALRRHRTIIDGDFTHRTVG 

An. sawyeri     RTPMQWDSTISAGFSTNRTTWLPLHPDYPTRNVAMQESAEKSSLKHFRKLTALRRHRTIIDGDFTHRTVG 

 

                         500       510       520       530       540       550       560 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Cqm1            TKVYALLRELRGEDSFLTVLNMAGAEDTVDLGDFVNLPQKMRVEVAQPNSKSKAGNEVDIGKLTLGPYDS 

Aam1            THVYALLRELQGRDSFLTVLNVADKQYDADLGDFVNLPEKMTVQVAQSNSTLKAGDVVEISKVTLGPYDS 

Agm3            RDVYAFSRELHGEDTLVTVLNMATSSRTVDLGDFVNLPARLTVEIAQPMSNYKAGDEVDIHQVTLLQHDS 

An. aquasalis   RDVYAFSRDLHGEDSFVTVLNMAAEGRTVDLGDFVNLP-------------------------------- 

An. braziliensisRDVYAFSRDLHGEDSFVTVLNMAAEGRTVDLGDFVNLP-------------------------------- 

An. albitarsis  RDVYAFSRELHGEDSFVTVLNMAAEGHTVDLGDFVNLP-------------------------------- 

An. minor       ADVYAFSRELHGQDTLVTVLNMAAQGRTVDLGDFVNLP-------------------------------- 

An. triannulatusRDVYAFSRDLHGEDSFVTVINMAADGRTVDLGDFVNLP-------------------------------- 

An. argyritarsisRDVYAFSRDLHGEDSFVTVLNMGADGRTVDLGDFVNLP-------------------------------- 

An. sawyeri     RDVYAFSRDLHGEDSFVTVLNMGADGRTVDL--------------------------------------- 

 

                         570       580       590 

                ....|....|....|....|....|....| 

Cqm1            VVLRATVSSAAAINLSIGLLLAIMARYIFV 

Aam1            IVLRA--SSAAAIQLSLSVVIALIVKYFLV 

Agm3            VVLRAVVSGASVVRLSLIVALLAAVEHLF- 

An. aquasalis   ------------------------------ 

An. braziliensis------------------------------ 

An. albitarsis  ------------------------------ 

An. minor       ------------------------------ 

An. triannulatus------------------------------ 

An. argyritarsis------------------------------ 

An. sawyeri     ------------------------------ 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  



Caracterização de α-glicosidases de espécies de Anopheles spp...                                Cordeiro, M. D. O.        73 
  

Legenda: Alinhamento das proteínas de Anopheles com α-glicosidases de referência Cqm1, Aam1 e Agm3. A região S129-A312 está destacada pela linha em vermelho (Ferreira 

et al., 2014). Todos os possíveis sítios de N-glicosilações destacados na Tabela 2 estão em letras amarelas, a disposição das Âncoras GPI nas proteínas Cqm1, Aam1 e Agm3 

estão destacados em verde. As regiões de interação ao Cristal BinAB (especificamente aos aminoácidos 78NKDPRF83 da BinB) relatadas nos dez primeiros resultados de 

docking com delimitação estão destacados pelas linhas azuis em cada espécie.
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8.3. Estudo filogenético das espécies de Anopheles spp. 

  

 O gênero Anopheles é o mais estudado entre os mosquitos diante do seu grande impacto 

na saúde pública, desta forma, são mais de 530 espécies conhecidas, e aproximadamente 465 

destas formalmente nominadas. As espécies se dividem em 7 subgêneros: Anopheles (182 

espécies), Cellia (220 espécies), Nyssorhynchus (39 espécies), Kertezia (12 espécies), Baimaia 

(1 espécie) Lophopodomyia (6 espécies) e Stethomyia (5 espécies). Os 4 primeiros subgêneros 

incluem as espécies que são capazes de transmitir malária, sendo também os mais estudados. 

Os três maiores subgêneros (Anopheles, Cellia e Nyssorhynchus) são subdivididos em sistemas 

hierárquicos informais, que consideram categorias taxonômicas informais. Subgênero 

Anopheles é dividido em duas seções, e o Nyssorhynchus dividido em três seções, ambos 

considerando características taxonômicas. Essas seções, junto com o subgênero Cellia, são 

divididos em séries, que podem apresentar grupos, subgrupos e complexos (HARBACH, 2013). 

 Baseado na divisão descrita acima, as espécies utilizadas neste trabalho foram agrupadas 

em termos de sua filogenia (Figura 16), considerando as subdivisões dentro de cada subgrupo. 

A maioria das espécies encontradas no território brasileiro são pertencentes ao subgênero 

Nyssorhynchus, e as utilizadas neste trabalho estão nas seções Albimanus e Argyritarsis. Dentre 

as espécies coletadas no país, a única pertencente ao subgênero Anopheles foi Anopheles minor. 

As espécies sabiamente africanas, An. gambiae e An. arabiensis, são pertencentes ao subgênero 

Cellia, que possui a maior representatividade de espécies.  

 Além disso, a partir das sequências parciais das proteínas de Anopheles spp., foi 

realizado um BLAST através da ferramenta COBALT, onde é possível visualizar a relação 

fenética com as proteínas já descritas, Cqm1, Aam1 e Agm3 (Figura 17), que corrobora com a 

organização filogenética demonstrada na Figura 16 e os achados de identidade e similaridade 

do Quadro 7.  
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Figura 16 – Esquema demonstrando a organização filogenética das espécies de Anopheles spp. utilizadas neste trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

Legenda: Relação filogenética entre espécies de Anopheles spp., abrangendo os três principais subgêneros, e considerando seções, séries, grupos, subgrupos e complexos. 
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Figura 17 – Árvore de relação fenética entre as sequências de Anopheles spp. utilizadas neste trabalho e Cqm1, Aam1 e Agm3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora utilizando a ferramenta COBALT (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi).  

Legenda: Relação fenética entre sequências proteicas das espécies de Anopheles spp. ortólogas à Cqm1 e α-glicosidases Cqm1, Aam1 e Agm3.

Cqm1  

Aam1  

Agm3  

An. minor  

An. albitarsis  

An. braziliensis  

An. aquasalis  

An. triannulatus  

An. argyritarsis  

An. sawyeri  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi
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8.4 Obtenção das estruturas das proteínas de referência Cqm1, Aam1 e Agm3 e das 

proteínas parciais ortólogas à Cqm1 em Anopheles spp.  

 

Foi realizada a predição da estrutura de cada proteína pela ferramenta Phyre², sendo 

selecionados os resultados baseados na estrutura 3D estabelecida de Cqm1 (PDB ID - 6K5P). 

Foi realizada a predição de todas as proteínas, tanto as que possuem sequência de aminoácidos 

já estabelecidas, Cqm1, Aam1 e Agm3, quanto as sequências parciais das proteínas ortólogas à 

Cqm1 de Anopheles spp. Apenas a proteína Cqm1 possui a sua estrutura 3D definida em banco 

de dados (SHARMA & KUMAR, 2019), e mesmo sendo estabelecido que Agm3 interage com 

o cristal BinAB, não existem estudos aprofundados descrevendo possíveis regiões de interação, 

como é possível visualizar no Quadro 9.  

 

Quadro 9 - Informações disponíveis na literatura sobre regiões de aminoácidos de interação entre Cristal BinAB 

e α-glicosidases escolhidas paras as análises proteicas.  

 

Proteína Região  Importância Referência 

Cqm1 S129-A312 Região de possível interação 

com a toxina binária 

Ferreira et al. (2014) 

Cqm1  155PATGGG160 Resíduos mutados se mostraram 

críticos para ligação 

Ferreira et al. (2014) 

Agm3  -  Apesar de confirmada a 

susceptibilidade ao Cristal 

BinAB, a literatura não 

apresenta descrição de resíduos 

importantes 

Opota, et al. (2008) 

Toxina binária 

BinB 

N33-L158 Região importante para ligação 

à Cqm1 

Romão et al. (2011) 

Toxina binária  

BinB 

147FQFY150 Resíduos com papel crítico na 

ligação e consequentemente 

atividade tóxica da BinA  

Singkhamanan et al. 

(2010) 

Toxina binária  

BinB 

85IRF87/147FQF149 Resíduos com possível papel na 

ligação e consequentemente 

atividade tóxica da BinA 

Romão et al. (2011) 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora.  

 

 

https://www.rcsb.org/structure/6K5P
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Ao predizer as sequências, foi realizado o Plot de Ramachandran para confirmar a 

qualidade das estruturas tridimensionais. Essa análise é essencial para confirmar a qualidade e 

a acurácia da predição de estruturas de cada proteína, prevendo as propriedades estereoquímicas 

estruturais (AGHINOTRY et al., 2022). Ao realizar as análises, todas as estruturas 

apresentaram mais de 95% dos aminoácidos em regiões favoráveis (Figura 18).  

     

Figura 18 – Gráficos dos Plots de Ramachandran das sequências de aminoácidos de α-glicosidases de Anopheles 

spp. ortólogas à Cqm1.  

 

        An. aquasalis                                        An. braziliensis     An. albitarsis 

 

 

 

 

 

 

 

            

            An. minor                                          An. triannulatus                An. argyritarsis  

 

 

 

 

 

 

 

 
           

            An. sawyeri 
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Fonte: Elaborada pela autora utilizando a ferramenta MolProbity (http://molprobity.biochem.duke.edu/).  

Legenda: Gráficos de Ramachandran das possíveis α-glicosidases, onde todas apresentam mais de 95% dos 

resíduos em regiões favoráveis.   

 

Depois de obter os resultados da predição e selecionar os arquivos, os mesmos foram 

visualizados pela ferramenta PyMOL 2.5, que é uma ferramenta de visualização molecular 

capaz de gerar imagens 3D de alta qualidade, além de possibilitar a delimitação de sequências 

nas estruturas e realizar alinhamentos. Essa ferramenta foi utilizada para padronizar as imagens 

geradas, além de delimitar regiões importantes para a análise, como regiões N e C-terminal, e 

regiões consideradas importantes para a ligação em Cqm1, conforme mostrado no Quadro 9. 

 

Figura 19 – Predição de estruturas das proteínas de α-glicosidases Cqm1, Aam1 e Agm3.  

 

 

Cqm1                                              Aam1                                                  Agm3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora 

Legenda: Predição de proteínas, Cqm1 (Culex quinquefasciatus maltase 1) em azul, Aam1 (Aedes aegypti maltase 

1) em verde e Agm3 (Anopheles gambiae maltase 1) em laranja, e em todas as proteíbas em amarelo encontra-se 

destacado a região predita como importante para a ligação com a BinB em Cqm1 (S129 – A312) (Ferreira et al., 

2014), e em roxo os aminoácidos referentes à região 155PATGGG160, caracterizados como críticos para esta 

interação em Cqm1 (Ferreira et al., 2014). 
                

 As proteínas mostradas na Figura 19 apresentam uma conservação de sua estrutura 

geral. Algumas das diferenças mais significativas entre as proteínas encontram-se na região N-

terminal, que nas estruturas acima se localizam na porção superior. Entre os aminoácidos 

155PATGGG160, que é uma região considerada crítica para ligação a subunidade BinB na 

Cqm1 (FERREIRA et al., 2014), existe uma diferença significativa tanto para Aam1 quanto em 

Agm3. Em Cqm1 é possível observar a formação de um loop, enquanto em Aam1 e Agm3 a 

estrutura se apresenta como o início de uma hélice, conforme mostrado na Figura 20, e ao 

http://molprobity.biochem.duke.edu/
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realizar a predição da estrutura das demais proteínas percebe-se diferenças neste mesmo trecho 

(Figura 21).  

Figura 20 – Alinhamento das estruturas das proteínas Cqm1, Aam1 e Agm3 com foco com foco na região 

155PATGGG160 importante para ligação a BinB já descrita em Cqm1 (Ferreira et al., 2014). 

 

 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

Legenda: Alinhamento das estruturas das proteínas Cqm1, Agm3 e Aam1, com foco na região referente à 

155PATGGG160 da Cqm1, onde Agm3 encontra-se na cor azul, Cqm1 na cor laranja e Aam1 na cor roxo.   

 

 As proteínas de Anopheles spp. avaliadas neste estudo mantiveram uma conservação de 

suas estruturas (Figura 21), apresentando diferenças sutis na região N-terminal, assim como 

ocorreu com as α-glicosidases já estabelecidas (Cqm1, Aam1 e Agm3). Ao realizar o 

alinhamento das estruturas pelo TM-Align, todas as combinações apresentaram o TM-score 

acima de 0.991, com exceção das comparações com An. saweyri, que possui menos 

aminoácidos, e os TM-scores se apresentaram acima de 0.960. A predição destas estruturas em 

espécies de Anopheles spp. é fundamental para se entender melhor os possíveis padrões de 

interação e susceptibilidade ao Cristal BinAB, e as diferenças apresentaram-se importantes para 

o docking molecular, gerando diferentes padrões de interação.  
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Figura 21 - Predição de estruturas de α-glicosidases ortólogas à Cqm1 obtidas em Anopheles spp.  
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          An. sawyeri 

 

Fonte: Elaborado pela autora 

Legenda: Predição de estruturas de α-glicosidases ortólogas à Cqm1 em diferentes espécies de Anopheles spp. 
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8.5 Docking molecular  

 

 Inicialmente, antes de realizar as análises de docking, foi necessário estabelecer a 

regiões descritas na literatura como importantes na interação entre as proteínas e quais seriam 

consideradas importantes as análises, conforme descritas no Quadro 9. Dessa forma, as 

sequências proteicas já descritas (Cqm1, Aam1 e Agm3) e as de Anopheles spp. foram 

submetidas ao docking, inicialmente delimitando as regiões correspondentes à S129-A312 em 

Cqm1 (FERREIRA et al., 2014) e no Cristal BinAB foi delimitada a região N33-L158 na BinB 

(ROMÃO et al., 2011). Essa delimitação é apenas uma orientação, já que se não houver 

possíveis interações nas regiões escolhidas, serão gerados modelos de docking considerando as 

regiões livres (YAN et al., 2020).  

Primeiramente foi realizado o docking entre a toxina binária e Cqm1, com caráter de 

controle positivo, delimitando os aminoácidos importantes na ligação. A energia livre da 

ligação do primeiro modelo gerado foi de -268,11, que se apresentou consideravelmente menor 

que os outros modelos. Nesse modelo, foi encontrado interação entre os aminoácidos 

159GG160 em Cqm1, descritos anteriormente como importantes, e os aminoácidos 79KDP81 

e 83F na BinB (Figura 22).  

A partir dessa região de interação na toxina, foi realizado uma análise nas sequências de 

aminoácidos do Cristal BinAB (Figura 23), avaliando as regiões importantes descritas na 

literatura para interação, e uma análise estrutural da BinB (Figura 24), destacando a região 

147FQFY150 na toxina descrita como essencial na ligação (SINGKHAMANAN et al., 2010) 

e os resíduos descritos como importantes no docking (78NKDP81 e 83F), que se encontram na 

região considerada importante segundo Romão et al. (2011) (N33-L158). Ao analisar a 

localização desses trechos, encontrados dentro da região crítica, foi evidenciado a proximidade 

entre os aminoácidos já descritos e os encontrados no docking, e dessa forma ambos foram 

utilizados como referência para os dockings seguintes.   
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Figura 22 – Docking molecular demonstrando interação entre Cqm1 e cristal BinAB.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

Legenda: Docking entre Cqm1 (em azul), com enfoque na região entre os aminoácidos S129-A312 (em roxo), e 

os aminoácidos 155PATGGG160 (em laranja) indicados como importantes para sua ligação a BinB. Cristal BinAB 

encontra-se na cor verde, onde a BinA está em verde acinzentado e a BinB está destacada em um tom de verde 

mais claro, com enfoque na região N33-L158 (em amarelo), descrita como importante para interação ao receptor 

Cqm1 (ROMÃO et al., 2011), e em vermelho encontram-se os aminoácidos na BinB possivelmente envolvidos 

nesta ligação.  
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Figura 23 – A. Sequência de aminoácidos da toxina BinB, com destaque em regiões importantes de interação descritas pela literatura. B. Sequência de aminoácidos da toxina 

BinA, com destaque em regiões importantes de interação.  
 

(A) 
 

                                         10        20        30        40        50        60        70 

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

5FOY_2|Chain B|51KDA TOXIN LSP  MCDSKDNSGVSEKCGKKFTNYPLNTTPTSLNYNLPEISKKFYNLKNKYSRNGYGLSKTEFPSSIENCPSN 

 

     80        90       100       110       120       130       140         
                                       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

5FOY_2|Chain B|51KDA TOXIN LSP  EYSIMYDNKDPRFLIRFLLDDGRYIIADRDDGEVFDEAPTYLDNNNHPIISRHYTGEERQKFEQVGSGDY 

 

                                         150       160       170       180       190       200       210 

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

5FOY_2|Chain B|51KDA TOXIN LSP  ITGEQFFQFYTQNKTRVLSNCRALDSRTILLSTAKIFPIYPPASETQLTAFVNSSFYAAAIPQLPQTSLL 

 

                                         220       230       240       250       260       270       280 

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

5FOY_2|Chain B|51KDA TOXIN LSP  ENIPEPTSLDDSGVLPKDAVRAVKGSALLPCIIVHDPNLNNSDKMKFNTYYLLEYKEYWHQLWSQIIPAH 

 

                                         290       300       310       320       330       340       350 

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

5FOY_2|Chain B|51KDA TOXIN LSP  QTVKIQERTGISEVVQNSMIEDLNMYIGADFGMLFYFRSSGFKEQITRGLNRPLSQTTTQLGERVEEMEY 

 

                                         360       370       380       390       400       410       420 

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

5FOY_2|Chain B|51KDA TOXIN LSP  YNSNDLDVRYVKYALAREFTLKRVNGEIVKNWVAVDYRLAGIQSYPNAPITNPLTLTKHTIIRCENSYDG 

 

                                               430       440 

                                       ....|....|....|....|....|... 

       5FOY_2|Chain B|51KDA TOXIN LSP  HIFKTPLIFKNGEVIVKTNEELIPKINQ 
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(B) 
 

                                         10        20        30        40        50        60        70 

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

5FOY_1|Chain A|41.9 KDA TOXIN   MRNLDFIDSFIPTEGKYIRVMDFYNSEYPFCIHAPSAPNGDIMTEICSRENNQYFIFFPTDDGRVIIANR 

 

                                         80        90       100       110       120       130       140 

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

5FOY_1|Chain A|41.9 KDA TOXIN   HNGSVFTGEATSVVSDIYTGSPLQFFREVKRTMATYYLAIQNPESATDVRALEPHSHELPSRLYYTNNIE 

 

                                         150       160       170       180       190       200       210 

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

5FOY_1|Chain A|41.9 KDA TOXIN   NNSNILISNKEQIYLTLPSLPENEQYPKTPVLSGIDDIGPNQSEKSIIGSTLIPCIMVSDFISLGERMKT 

 

                                         220       230       240       250       260       270       280 

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

5FOY_1|Chain A|41.9 KDA TOXIN   TPYYYVKHTQYWQSMWSALFPPGSKETKTEKSGITDTSQISMTDGINVSIGADFGLRFGNKTFGIKGGFT 

  

                                         290       300       310       320       330       340       350 

                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

5FOY_1|Chain A|41.9 KDA TOXIN   YDTKTQITNTSQLLIETTYTREYTNTENFPVRYTGYVLASEFTLHRSDGTQVNTIPWVALNDNYTTIARY 

 

                                               360       370 

                                       ....|....|....|....| 

       5FOY_1|Chain A|41.9 KDA TOXIN   PHFASEPLLGNTKIITDDQN 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora através do programa Bioedit. 

Legenda: A. BinB – 51kDA. A região descrita como importante entre os aminoácidos N33-L158 está destacada pela linha azul (ROMÃO et al., 2011), e as demais aminoácidos 

importantes estão destacados em verde (SINGKHAMANAN et al, 2010; SINGKHAMANAN et al, 2013) e laranja (ROMÃO et al., 2011). Em vermelho encontram-se os 

aminoácidos possivelmente envolvidos na ligação descritos pelo docking. B. BinA – 41.9kDA. Estão destacados os aminoácidos descritos como importante para a atividade 

tóxica da BinA, em verde os descritos por Sanitt et al., 2008, em vermelho o descrito por Elangovan et al., 2000, e em azul os resíduos de cisteína descritos por Promdonkoy et 

al., 2008. 
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Figura 24 – Cristal BinAB, com destaque para as regiões importantes na BinB para ligação à Cqm1. 
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Fonte: Elaborado pela autora.  

Legenda: Bin AB encontra-se na cor verde, onde a BinB está destacada em um tom de verde mais claro, com 

enfoque na região N33-L158 em BinB em amarelo (ROMÃO et al., 2011), e suas respectivas regiões já descritas 

(em roxo e azul) (SINGKHAMANAN et al, 2010; ROMÃO et al., 2011), enfatizadas como importantes, e em 

vermelho encontram-se os aminoácidos possivelmente envolvidos na ligação descritos pelo docking.  

 

A partir dos aminoácidos encontrados, foi realizado o docking das outras proteínas, 

incluindo Aam1 e Agm3, onde a primeira é sabidamente refratária à toxina (FERREIRA et al., 

2010), e a segunda possui ligação à toxina binária e é do mesmo gênero que as espécies 

avaliadas (OPOTA et al., 2008). Depois de estabelecidos os dockings das proteínas de 

referência, foram realizados então os docking com as sequências preditas de proteínas de 

Anopheles spp. deste estudo. Foram gerados diversos modelos de docking para cada proteína, e 

foram selecionados os dez primeiros melhores modelos para análise. Nessa análise, 

inicialmente são avaliadas as energias livres de cada modelo, que é um parâmetro importante, 

mas não necessariamente o modelo de menor energia é o ideal, por isso também são analisados 

os aminoácidos envolvidos em todos os modelos (Quadro 10).  

 

Quadro 10 – Energia livre dos modelos de docking molecular e possíveis regiões de interação.  

Espécie Energia livre dos modelos  Região de interação 

do modelo escolhido 

Região de 

interação na BinB 

 

Cqm1 

 

1º= -268,11 / 2º = -244,16 / 3º = -240,81 / 4º = 

-235,87 / 5º = -232,00 / 6º = -228,50 / 7º = -

225,16 / 8º =-224,41 / 9º = -224,01 / 10º = -

223,56  

 

 

1º modelo = 

159GG160 

 

79KDP81, 83F 

Aam1 1º= -236,46 / 2º = -232,22 / 3º = -232,03 / 4º = 

-231,11 / 5º = -227,05 / 6º = -225,66 / 7º = -

223,09 / 8º =-222,64 / 9º = -222,58 / 10º = -

220,31 

 

4º modelo = G160A P81A 

Agm3 1º= -259,88 / 2º = -258,46 / 3º = -243,45 / 4º = 

-242,78 / 5º = -237,70 / 6º = -237,60 / 7º = -

231,14 / 8º =-230,36 / 9º = -229,09 / 10º = -

228,48 

 

1º modelo = 

447PY448 

78NK79 

An. 

aquasalis 

1º= -257,96 / 2º = -247,60 / 3º = -238,39 / 4º = 

-237,01 / 5º = -235,01 / 6º = -229,60 / 7º = -

2º modelo = L240A, 

D245A, 247RQ248 

79KDP81, F83A 
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Fonte: Elaborado pela autora.  

 

 

 

 

228,75 / 8º =228,22 / 9º = -228,15 / 10º = -

226,69  

 

 

An. 

braziliensis 

1º= -264,79 / 2º = -259,01 / 3º = -258,75 / 4º = 

-246,80 / 5º = -239,66 / 6º = -237,62 / 7º = -

225,27 / 8º =-224,21 / 9º = -223,02 / 10º = -

220,65  

 

   

2º modelo = N123, 

T126A, 128RE129  

78NKD80, F83A 

An. 

albitarsis 

1º= -273,74 / 2º = -257,55 / 3º = -238,81 / 4º = 

-238,80 / 5º = -237,65 / 6º = -235,46 / 7º = -

228,60 / 8º =-227,50 / 9º = -226,34 / 10º = -

225,67 

 

2º modelo = 

109PT110, 

112RD113, R174A  

78NKDP81 

 

An. minor 

 

1º= -283,54 / 2º = -272,51 / 3º = -261,67 / 4º = 

-244,36 / 5º = -243,22 / 6º = -240,23 / 7º = -

238,40 / 8º =-236,14 / 9º = -234,78 / 10º = -

233,05 

 

 

2º modelo = R238A, 

D245A, 247QR248 

 

N78A, 80DP81, 

F83A 

An. 

triannulatus 

1º= -273,74 / 2º = -257,55 / 3º = -238,81 / 4º = 

-238,80 / 5º = -237,65 / 6º = -235,46 / 7º = -

228,60 / 8º =-227,50 / 9º = -226,34 / 10º = -

225,67 

 

10º modelo = 

314NA315 

79KDP81 

An. 

argyritarsis 

1º= -254,59 / 2º = -241,34 / 3º = -236,77 / 4º = 

-234,34 / 5º = -232,00 / 6º = -228,34 / 7º = -

227,69 / 8º =-224,31 / 9º = -224,05 / 10º = -

223,93 

 

2º modelo = 

442DF443 

77DNK79 

An. sawyeri 1º= -256,22 / 2º = -245,99 / 3º = -244,19 / 4º = 

-240,53 / 5º = -239,91 / 6º = -239,59 / 7º = -

235,96 / 8º =-235,36 / 9º = -230,97 / 10º = -

230,30 

 

2º modelo = 

120ARE123 

80DP81, 83F 
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Ao realizar a análise de docking para Aam1 (que é refratária a toxina binária), os 

modelos se apresentaram de forma distinta sem reprodutibilidade quando comparada à Cqm1. 

Mesmo delimitando as regiões de possíveis interações já descritas, o modelo BinAB-Aam1 

com maior similaridade com o modelo BinAB-Cqm1 apresentava apenas um único 

aminoácido interagindo entre a Aam1 e a BinB (Figura 25). Além disso, a energia livre de 

ligação não mudou entre o primeiro e os outros modelos, permanecendo entre -236,11 e -

220,31. 

 

Figura 25 - Docking molecular entre Aam1 e cristal BinAB.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  
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Legenda: Docking entre Aam1 (em azul), com enfoque na região homóloga em Cqm1 - S129-A312 (em roxo) 

descrita como importante para interação à BinB, e os aminoácidos homólogos ao trecho 155PATGGG160 (em 

laranja). O cristal BinAB encontra-se na cor verde, onde a BinB está destacada em um tom de verde mais claro, 

com enfoque na região N33-L158 (em amarelo), e em vermelho encontram-se os aminoácidos que interagiram 

com a Aam1 durante o docking.  

 

 Para Agm3, nenhum dos dez modelos apresentados no docking se mostrou similar à 

Cqm1, e os modelos que demonstraram ligação com a região estabelecida da BinB 

apresentaram aminoácidos na porção C-terminal da proteína participando da interação. Além 

disso, em Agm3, quando comparado à Cqm1, existe uma maior quantidade de modelos 

sugerindo interações com aminoácidos da região C-terminal da BinA. Os modelos apresentaram 

pouca variação em relação à energia livre, o primeiro modelo apresentando energia de -259,88, 

sendo o escolhido para gerar a Figura 26.  

Para as análises com as proteínas de Anopheles spp. investigadas foram utilizadas os 

mesmos parâmetros no controle positivo de ligação (Cqm1), delimitando a região de ligação 

em BinB (N33-L158), e a possível região homóloga a região de interação em Cqm1 (S129-

A312). Essas especificações são usadas pela ferramenta HDOCK para melhorar os modelos 

gerados, sendo utilizadas como informações para produção do modelo e para clusterização dos 

resultados. No entanto os modelos gerados não são restritos a região de interação apresentada 

como dado de entrada para ferramenta, resultando assim em modelos para outras regiões, 

quando esses apresentam uma pontuação melhor (YAN et al., 2020). Para cada uma das 

proteínas foi escolhido um modelo de docking exposto na Figura 27, considerando os 

aminoácidos participantes na ligação e sua localização. Foram armazenados os dados de 

energias livres de cada modelo. 
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Figura 26 - Docking molecular entre Agm3 e cristal BinAB.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  
Legenda: Docking entre Agm3 (em azul), com enfoque na região homóloga em Cqm1 - S129-A312 (em roxo) 

descrita como importante para interação à BinB, e os aminoácidos que apresentaram interação à BinB (em laranja). 

O cristal BinAB encontra-se na cor verde, onde a BinB está destacada em um tom de verde mais claro, com enfoque 

na região N33-L158 (em amarelo), e em vermelho encontram-se os aminoácidos que interagiram com a Agm3 

durante o docking.  
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Figura 27 - Docking molecular entre proteínas de Anopheles spp. e cristal BinAB. 
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An. braziliensis 

2º modelo = -259,01 

F 
83 

P 
81 

D 

80 

K 
79 

N 
78 

N 
123 

T 
126 

R 
128 

E 
129 

An. albitarsis 

2º modelo = -257,55 

F 
83 

P 
81 

N 
78 

K 
79 

R 
112 

D 
113 

P 
109 

T 
110 

R 
174 
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80 
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An. minor 

2º modelo = -272,51 

F 
83 

P 
81 

D 

80 

N 
78 R 

247 

D 
245 

Q 
248 

R 
238 

An. triannulatus 

10º modelo = -223,93 

P 
81 

D 
80 

K 
79 

A 
315 

N 
314 
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An. argyritarsis 

2º modelo = -241,34 

N 
78 

K 
79 D 

77 

D 
442 

F 
443 

An. sawyeri 

2º modelo = -245,99 

F 
83 

P 
81 

D 
80 

K 
79 

E 
122 

R 
121 

A 
120 G 

119 
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Fonte: Elaborado pela autora.  
Legenda: Docking entre proteínas ortólogas à Cqm1 em Anopheles spp. (em azul), com enfoque na região 

homóloga em Cqm1 - S129-A312 (em roxo) descrita como importante para interação à BinB, e os aminoácidos 

que apresentaram interação à região definida da BinB (em laranja). O cristal BinAB encontra-se na cor verde, onde 

a BinB está destacada em um tom de verde mais claro, com enfoque na região N33-L158 (em amarelo), e em 

vermelho encontram-se os aminoácidos que interagiram com as proteínas durante o docking.  

 

 

Diante dos resultados apresentados, foi organizado um diagrama com as regiões de 

interação descritas pelo docking, considerando os dez primeiros modelos (Figura 28). Com 

exceção de An. argyritarsis, é possível observar que o padrão de docking das espécies de 

Anopheles spp. se apresentou diferente quando comparado à Agm3, se assimilando à região de 

interação da Cqm1. Por ter delimitado as regiões de interação e considerado apenas os ligantes 

à porção N78-R86 da BinB, foi realizado uma repetição do docking sem delimitar regiões de 

interação.  
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Figura 28 – Desenho esquemático das possíveis regiões de interação evidenciadas nas análises de docking molecular de α-glicosidases de mosquitos com delimitação de 

regiões de interação para a BinB.  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Legenda:  Comparativo entre os resultados apresentados nos dez primeiros modelos de docking envolvendo as regiões de interação de α-glicosidases, com referência da Cqm1 

e Agm, e das proteínas ortólogas de Anopheles spp. A região em BinB evidenciada como região de ligação aos receptores foi N33-L158, com enfoque nos aminoácidos 

78NKDPRFIRF87.  
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Diante da diferença nos resultados apresentados em relação a interação da Agm3 e 

cristal BinAB, foram realizadas repetições de dockings sem delimitar regiões de interação.  

Alguns dos novos modelos gerados apresentaram aminoácidos similares aos modelos com 

delimitação de regiões, enquanto outros apresentaram novas regiões interagindo, considerando 

também aqueles que interagiram com a subunidade BinA (Quadro 11). Para gerar as imagens 

foram escolhidos os modelos com as menores energias livres ou com maior semelhança entre 

os aminoácidos envolvidos na interação com cristal BinAB em relação aos modelos 

delimitados, e a representação da interação com o Cristal BinAB encontra-se na Figura 29.  

Foi realizado uma repetição do docking de Cqm1 e o cristal BinAB sem delimitação de 

regiões de interação, sendo possível observar que nenhum modelo corrobora com os achados 

in vitro já citados, ressaltando a importância das duas formas de análise. Para Anopheles, 

considerando a escassez de informações de possíveis aminoácidos de interação, ambos os 

parâmetros são importantes para futuras análises in vitro, principalmente considerando a 

participação da subunidade BinA.  

 

Quadro 11 – Energia livre dos modelos de docking molecular e possíveis regiões de interação sem delimitação 

de regiões.  

 

Espécie Energia livre dos modelos  Região de interação 

do modelo escolhido 

Região de 

interação na 

BinA 

Região de 

interação na 

BinB 

Agm3 1º= -243,76 / 2º = -241,51 / 3º = -

238,97 / 4º = -236,80 / 5º = -

234,78 / 6º = -233,72 / 7º = -

232,15 / 8º =-231,83 / 9º = -

229,91 / 10º = -225,11 

 

1º modelo = W252A, 

D262A, I304A, 

1344A, 347DE348, 

354PAR365, D522A, 

524VN525, 

527PA528, H550A 

H33A, 35PE36, 

M43A, E45A, 

87IYT89, S91A, 

D254A, T247A  

153NKT155, 

A174A, 

I176A, 

178PI179  

An. 

aquasalis 

1º= -243,99 / 2º = -243,10 / 3º = -

242,74 / 4º = -235,37 / 5º = -

234,90 / 6º = -234,43 / 7º = -

234,43 / 8º =-232,61 / 9º = -

232,41 / 10º = -231,78  

 

 

2º modelo = N121A, 

124SV125, W211A, 

I299A, 265EN266, 

R269A, I299A, 

Q204A, 307DF308, 

311NH312 

T77A, 

86DIYT89, 

D118A, R120A, 

H125A, 

130PS131, 

134YYTN137 

Y180A 

An. 

braziliensis 

1º= -254,89 / 2º = -247,44 / 3º = -

239,37 / 4º = -237,99 / 5º = -

236,38 / 6º = -234,62 / 7º = -

1º modelo = N121A, 

T126A, N134A, 

P170A, R174A, 

352HF353, 

S355A, 

306TEN308,  

78NK79, 

195SFYA198 
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Fonte: Elaborado pela autora.  

 

 

 

234,44 / 8º =-230,02 / 9º = -

228,41 / 10º = -225,72  

 

   

D207A, 209PP210, 

V235A, G238A, 

L242A 

An. 

albitarsis 

1º= -256,07 / 2º = -240,57 / 3º = -

239,22 / 4º = -234,96 / 5º = -

233,83 / 6º = -230,65 / 7º = -

229,86 / 8º =-229,58 / 9º = -

227,60 / 10º = -226,97 

 

1º modelo = 

212YGP214, K303A, 

D307A, N311A, 

M313A, 315AR316, 

446RT447 

G77A, 80AT81, 

L93A, N112A  

P109A, 

Y111A, 

N115A, 

122RH123, 

T125A, 

R129A 

 

An. minor 

 

1º= -279,65 / 2º = -271,78 / 3º = -

255,54 / 4º = -246,11 / 5º = -

242,34 / 6º = -231,15 / 7º = -

229,61 / 8º =-227,82 / 9º = -

227,67 / 10º = -226,61 

 

 

2º modelo = G170A, 

173EL174, 

177TR178, 

210PGW212, 

D222A, R238A, 

L242A, D245A, 

247QR248 

 

R349A, 

352HF353  

 

 

78NKDP81, 

195SFYA198, 

K256A 

An. 

triannulatus 

1º= -240,30 / 2º = -238,08 / 3º = -

237,70 / 4º = -231,86 / 5º = -

230,21 / 6º = -230,17 / 7º = -

226,99 / 8º =-226,75 / 9º = -

226,42 / 10º = -226,35 

 

1º modelo = 

213GD214, 

216SSYD129, 

295GD296, 

387STI289, 

408PT409, 

413AM414, S417A 

T169A, V171A, 

R349A, H352A, 

355SE356 

197YA198, 

N248A, 

K256A, 

N375A, 

377EI378 

An. 

argyritarsis 

1º= -244,49 / 2º = -242,61 / 3º = -

241,31 / 4º = -236,62 / 5º = -

234,35 / 6º = -233,59 / 7º = -

232,29 / 8º =-231,67 / 9º = -

231,24 / 10º = -231,00 

 

1º modelo = 

45ASPLR49, S56A, 

62QP63, E97A, 

Q99A, 371EQF373, 

S387A, W399A, 

Y406A, P408A, 

M414A 

352HF353 

355SE356 

D100A, 

195SFYA198, 

N248A,  

252SD253, 

F257A, I378A 

An. sawyeri 1º= -242,70 / 2º = -239,86 / 3º = -

237,50 / 4º = -236,13 / 5º = -

235,99 / 6º = -235,61 / 7º = -

233,53 / 8º =-233,13 / 9º = -

231,98 / 10º = -231,55 

 

2º modelo = 

120ARE123, Q282A, 

D286A, 288KSD290, 

N292A, G295A, 

S298A, F302A  

172LS173, 

Y350A, 

352HF353 

 

K51, 80DP81, 

83F, S195A, 

197YF198 
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Figura 29 - Docking molecular entre Agm3, proteínas de Anopheles spp e cristal BinAB sem delimitação de 

regiões.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BinA 

BinB 

BinB – N33-L158 

Glicosidase  

Glicosidase – S129-A312 

Glicosidase - aa ligação  

Cristal BinAB - aa 

ligação  

Agm3 

1º modelo = -246,76 
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An. aquasalis 

2º modelo = -243,10 

An. brasiliensis 

1º modelo = -254,89 
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An. albitarsis 

1º modelo = -256,07 

An. minor 

2º modelo = -271,78 
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An. triannulatus 

1º modelo = -240,30 

An. argyritarsis 

1º modelo = -244,49 
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Fonte: Elaborado pela autora.  
Legenda: Docking entre proteínas de Anopheles (em azul), com enfoque na região homóloga em Cqm1 - S129-

A312 (em roxo) descrita como importante para interação à BinB, e os aminoácidos com interação ao Cristal BinAB 

em laranja. O cristal BinAB encontra-se na cor verde, onde a BinB está destacada em um tom de verde mais claro, 

com enfoque na região N33-L158 (em amarelo) e BinA em verde mais escuro, e em vermelho encontram-se os 

aminoácidos que interagiram com as proteínas de Anopheles durante o docking. 

 

Apesar de apresentar algumas diferenças consideráveis entre as análises, algumas 

regiões do Cristal BinAB se apresentaram com certa frequência entre os modelos sem 

delimitação. Na BinA, aminoácidos da região C-terminal apresentaram interação em algumas 

espécies, principalmente os aminoácidos 349RY350, 352HF353 e 355SE356, que se repetiram 

para a maioria dos modelos. Para BinB, além dos aminoácidos já encontrados nos modelos com 

delimitação, a região 195SFYA198 apareceu nos dockings de algumas espécies, assim como o 

aminoácido K256A. Algumas destas regiões encontram-se descritas na Figura 30.  

 

 

 

 

 

 

An. sawyeri 

1º modelo = -242,70 
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Figura 30 - Frequência de interação dos aminoácidos do Cristal BinAB no docking sem delimitação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  
Legenda: Os aminoácidos da região azul não apareceram com frequência, os aminoácidos das regiões verdes 

aparecem em poucos modelos, nas amarelas apareceram em alguns modelos, e nas regiões vermelhas apresentaram 

alta frequência entre os dez primeiros modelos de cada interação. 
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9 DISCUSSÃO  

 

 Com o registro de um surto de malária em áreas não endêmicas no Brasil e detecção da 

presença de algumas espécies de anofelinos nas regiões de transmissão, foi possível investigar 

aspectos importantes nestas espécies que podem ser utilizados como base para futuros estudos 

envolvendo susceptibilidade ao L. sphaericus, ressaltando a presença de α-glicosidases que 

podem atuar como receptores do larvicida, considerando o contexto de Manejo integrado de 

vetores junto a outras formas de controle de espécies de Anopheles (WILSON et al., 2020). 

Ao amplificar as regiões de interesse no DNA total de mosquitos adultos, obtivemos as 

sequências pretendidas com tamanho esperado, e após sequenciamento e construção das 

sequências proteicas de cada espécie foi possível observar que as mesmas são ortólogas à Cqm1 

e apresentaram mais de 70% de identidade e similaridade à α-glicosidases já estabelecidas, 

possibilitando o uso dessas sequências para as análises in silico subsequentes.  

As sequências proteicas obtidas, mesmo com perda de aminoácidos nas porções N e C-

terminal, contemplam as regiões consideradas importantes para ligação descritas na Cqm1, com 

aproximadamente 80% de representação. É possível observar nessas sequências um padrão de 

N-glicosilação distinto, tanto nas α-glicosidases já descritas (Cqm1, Aam1 e Agm3), quanto 

nas espécies de Anopheles spp., e o padrão de N-glicosilação deve ser considerado por se tratar 

de uma modificação pós-traducional (WALSKI et al., 2017), sendo importante a avaliação 

desse parâmetro em futuros estudos.  

As sequências das sete espécies de Anopheles spp. apresentaram sítios catalíticos com 

domínios conservados para a família AmyAc_maltase, assim como Cqm1, o que sugere que 

estas proteínas tenham atividade catalítica para α-glicosidases (KRASIKOV et al., 2001). Em 

relação às sequências de aminoácidos das maltases de Anopheles, é possível observar que existe 

uma conservação significativa em todas, que apresentam mais de 80% de identidade e 

similaridade quando comparadas à proteína Agm3. É importante destacar que, apesar de 

pertencer ao mesmo gênero, as espécies de estudo são encontradas principalmente em regiões 

da América Central e do Sul, enquanto An. gambiae é uma espécie que se concentra no 

continente Africano, e devido questões evolutivas e geográficas podem apresentar diferenças, 

como é possível observar através da análise da filogenia (HARBACH, 2013).  

As espécies de Anopheles spp. investigadas possuem escassez de informações em 

diversos aspectos, como biológicos, comportamentais, bioquímicos e em bancos de dados, 

principalmente no que se diz respeito a sequências de nucleotídeos. As únicas com 

representação de genoma é An. darlingi e An. aquasalis, enquanto as outras possuem 
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informações principalmente sobre sequências mitocondriais. Inclusive, algumas destas 

espécies, como An. minor e An. sawyeri, não possuem um vasto registro de ocorrência, mas 

foram encontrados em locais não descritos anteriormente, mostrando a necessidade de maior 

investigação (GOMES et al., 2020). Em relação à An. gambiae, apesar de ter a α-glicosidase 

descrita por Opota et al. (2008), não se sabe quais aminoácidos da Agm3 estão envolvidos na 

interação com o cristal BinAB. Em relação ao cristal, apesar de se saber que a ambas as 

subunidades possuem um papel fundamental na interação, também não há descrição de 

aminoácidos importantes nesta interação (CHARLES et al., 1997). 

Depois de identificadas as sequências de aminoácidos das proteínas de interesse, foi 

realizada a predição das estruturas com base na estabelecida de Cqm1, demonstrando que existe 

uma similaridade considerável entre estas maltases. Uma diferença é encontrada na região 

referente à 155PATGGG160, descrita como importante para ligação à Bin por Ferreira et al. 

(2014), tanto em relação à sequência como a forma que se apresenta na estrutura. Mesmo com 

as diferenças, é possível observar que as espécies pertencentes ao mesmo subgênero 

(Nyssorhynchus) possuem um padrão de aminoácidos similar nesta região, enquanto as espécies 

de diferentes subgêneros, como Anopheles minor (subgênero Anopheles) e An. gambiae 

(subgênero Cellia), possuem maiores diferenças nesta região.  

Na análise estrutural, foi demonstrada uma diferença importante na região 

155PATGGG160, mencionada por Ferreira et al., 2014, que é a formação de um loop exposto 

em Cqm1 que possa estar envolvido no processo de ligação, e ao predizer as estruturas de Aam1 

e Agm3 é possível observar uma mudança na conformação deste loop. As espécies de 

Anopheles possuem diferentes conformações na respectiva região, onde apenas An. argyritarsis 

possui uma conformação parecida com Aam1 e Agm3, e An. sawyeri possui uma conformação 

similar à Cqm1, e inclusive apresentou um perfil de docking similiar à Cqm1, com aminoácidos 

próximos daqueles anteriormente descritos.   

Nos ensaios de docking, a primeira interação analisada para guiar as próximas análises 

foi a de Cqm1 e a toxina binária, utilizada com seus dois heterodímeros para que o perfil de 

ligação seja o mais real possível, considerando que pode haver mudanças na conformação dos 

ligantes, principalmente in vivo. É possível visualizar no primeiro modelo uma compatibilidade 

com a região de ligação em Cqm1 descrita por Ferreita et al., 2014, inclusive ressaltando os 

aminoácidos 159GG160, e a maior parte dos modelos sugeridos envolveu a região S129-A312. 

A energia livre do primeiro modelo dentro do score de resultados BinAB-Cqm1 foi utilizada 

como parâmetro para os demais rankings, considerando a sua similaridade com as regiões 

descritas anteriormente.  
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No que diz respeito à BinB, o resultado corroborou com a região descrita por 

Singkhamanan et al. (2010) e Romão et al. (2011), porção entre N33-L158, e fisicamente 

próximo das regiões 85IRF87 e 147FQFY150, descrita pelos autores. Como são regiões muito 

próximas, existe a possibilidade que a mutação de alguma dessas sequências possa 

potencialmente ter influência significativa o padrão de ligação com as α-glicosidases. Assim, 

ao analisar os modelos propostos das próximas espécies, foi feita uma análise melhores modelos 

de cada espécie, considerando os aminoácidos que interagiam com a porção da BinB 

demonstrada no docking da Cqm1 (78NKDPRF83), e dentro ou próximo da região compatível 

de interação à Cqm1 descrita por Ferreira et al., 2014 (S129-A312). 

Os modelos de docking referentes à Aam1 apresentaram valores discretamente maiores 

de energia livre quando comparado à Cqm1, corroborando com resultados in vivo. Um dos 

modelos apresentou um padrão similar de ligação à Cqm1, mas envolvendo apenas um 

aminoácido, e esta interação foi utilizada como controle negativo, considerando sua 

refratariedade. É importante ressaltar que mesmo que sejam descritas possíveis regiões de 

interação in silico, podem ocorrer uma série de interferências in vivo nesta interação, como as 

mudanças pós-traducionais.  

Dentre todas as análises de α-glicosidases já descritas, o perfil de docking de Agm3 se 

apresentou como o mais distinto, e os aminoácidos envolvidos na maioria dos modelos de 

análise se apresentou na porção C-terminal. Na literatura, não é bem descrito como a ligação 

entre Agm3 e a Bin ocorre, sendo apresentadas apenas evidências sobre um perfil de afinidade 

mais fraco quando comparado à Culex, descrito em Silva-Filha et al. (1997), e em termos de 

ligação ambas as subunidades da Bin se ligam, porém com menor afinidade, como descrito em 

Charles et al. (1997), como já citado.  

Em relação às espécies de Anopheles de interesse, os modelos de docking apresentaram-

se distintos de Agm3, considerando que se trata do mesmo gênero, com exceção de An. 

argyritarsis. Nas demais análises, as regiões de interação apontadas pelos dockings se 

concentraram próximos à porção anteriormente descrita em Cqm1, entre S129-A312. Para a 

análise final, também foram considerados a relação filogenética entre as espécies. An. aquasalis 

apresentou modelos com interação com 79KDPRF83, e o segundo modelo, representado na 

figura do docking, apresentou aminoácidos dentro do estabelecido, e foi a espécie com maior 

amplitude de aminoácidos interagindo nos dez primeiros modelos.  

Dentro da mesma série filogenética que An. aquasalis encontra-se An. triannulatus, que 

apresentou 2 modelos de ligação próximos da região estabelecida na BinB, porém concentradas 
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em sua região C-terminal. O 10º modelo foi selecionado para gerar imagem do docking, pois 

era o que apresentava maior coerência no perfil de ligação à BinB, além dos aminoácidos 

envolvidos. As energias livres dos modelos propostos desta espécie se apresentaram maiores 

em comparação às outras espécies, sendo a única com um perfil de interação diferente, que deve 

ser avaliado em estudos futuros.  

An. minor, o único investigado das 7 espécies que pertence a outro subgênero 

(Anopheles), apresentou modelos que corroboram com a região descrita para Cqm1, com os 

mesmos aminoácidos que An. aquasalis envolvidos da ligação, além de apresentar energias 

livres de ligação menores que as outras espécies, incluindo Cqm1. An. braziliensis e An. 

albitarsis, pertencentes à série Albitarsis, apresentaram resultados parecidos, considerando 

todos os resultados de docking. Em ambos foram utilizados o segundo modelo para formação 

da imagem, e os aminoácidos participantes encontram-se próximos entre ambas espécies, além 

de se ligarem aos aminoácidos estabelecidos na BinB.  

An. argyritarsis e An. sawyeri, pertencentes à série Argyritarsis, demonstraram padrões 

de ligação diferentes. O primeiro apresentou modelos com participação de aminoácidos mais 

próximos à região C-terminal, e o modelo utilizado para formação da imagem apresenta poucos 

aminoácidos envolvidos na ligação, sendo mais próximos da região encontrada em Agm3, e é 

a única proteína de Anopheles spp. que apresentou uma alteração no loop da região N-terminal, 

da mesma forma que Agm3 quando comparado à Cqm1. Já An. sawyeri apresentou modelos 

próximos da região descrita para Cqm1, inclusive no modelo escolhido apresentando um perfil 

de ligação muito parecido com Cqm1.  

Ao realizar a repetição dos dockings de forma livre e considerando aminoácidos que 

interagem com a BinA, foi possível observar algumas regiões do cristal com maior perfil de 

interação entre as espécies. Agm3 apresentou o mesmo perfil de aminoácidos da região C-

terminal interagindo com a BinB, e muitos aminoácidos interagindo com regiões da BinA. 

Apesar de ter apresentado um padrão parecido com Agm3 na análise com delimitação, An. 

argyritarsis apresentou mais aminoácidos da região N-terminal interagindo com as subunidades 

no segundo docking.  

An. aquasalis apresentou um perfil de interação diferente daquele apresentado no 

modelo com delimitação, mas ainda com aminoácidos dentro da região estabelecida como 

importante para a Cqm1, o que não ocorreu para An. albitarsis, que apresentou um perfil 

diferente e aminoácidos mais próximos da região C-terminal interagindo com ambas as 

subunidades. An. braziliensis, An. minor e An. sawyeri apresentaram regiões de interação muito 

similares com os modelos anteriores, e também demonstraram ligação à aminoácidos da região 
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C-terminal da BinA. An. triannulatus apresentou um modelo com maior interação à 

aminoácidos do cristal quando comparado à primeira análise.  

Com os resultados de docking é possível reafirmar que proteínas homólogas poderiam 

apresentar diferentes sítios ou perfis de ligação (MARTIN, 2010). Essa informação se reforça 

com os dados sobre An. gambie, que apesar de ser suscetível ao L. sphaericus apresenta uma 

menor afinidade com a toxina binária quando comparado à Culex, apresentando características 

diferentes, sobretudo pela interação ocorrer através das duas subunidades da Bin (SILVA-

FILHA et al, 1997; CHARLES, et al., 1997). Além disso, apesar de coincidir com a região 

descrita na BinB por Romão et al. (2011), algumas regiões, tanto da subunidade BinA quanto 

da BinB, se repetiram ao longo dos dockings, e podem ser utilizadas como referência para 

futuras análises in vitro, onde é possível confirmar o verdadeiro papel destes aminoácidos.  

Como ocorreu na cidade do Conde/PA, a presença dos mosquitos e um grande fluxo de 

pessoas é o necessário para se ter um surto, mesmo em locais sem histórico de transmissão. 

Também é importante reafirmar a necessidade de utilização de meios alternativos de controle, 

já que existe a possibilidade de desenvolvimento de resistência à inseticidas químicos 

(INGHAM, 2018). A presença de possíveis α-glicosidases com considerável identidade e 

similaridade às descritas anteriormente, como Cqm1 e Agm3, em espécies que possuem poucas 

informações em bancos de dados, amplia o conhecimento sobre o gênero Anopheles no Brasil, 

e traz embasamento para futuros estudos de suscebtilidade para estas espécies. 
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10 CONCLUSÕES 

  

a) As espécies de Anopheles spp. contempladas no estudo, possivelmente envolvidas em 

um surto de malária extra-amazônico, apresentam α-glicosidases que potencialmente 

podem atuar como receptores da toxina Bin, ingrediente ativo do Lysinibacillus 

sphaericus, com alta identidade e similaridade às α-glicosidases descritas 

anteriormente;  

b) As diferenças sutis entre as α-glicosidases tanto a nível de sequência quanto de estrutura, 

principalmente quando comparado o motivo de ligação descrito em Cqm1, podem 

indicar variações no padrão de interação à toxina Bin e consequentemente sua 

suscetibilidade in vivo;  

c) Estruturalmente, o motivo de ligação da Cqm1 forma um loop exposto, e no padrão de 

docking foi demonstrado a sua importância na ligação à Bin. É possível observar que as 

diferenças nesta região implicam nos modelos de interação;  

d) As análises de docking de Cqm1-BinB se mostraram importantes, já que foi validada a 

participação dos aminoácidos descritos dentro da interação de ambas as proteínas in 

vitro, evidenciando a importância de serem realizadas análises in silico;  

e) Todos as espécies de Anopheles apresentaram algum modelo de interação à região 

estabelecida da BinB, com diferentes padrões de aminoácidos, e apresentaram energias 

livres de ligação próximos de Cqm1, considerado o controle positivo;  

f) Nas análises livres de docking para Anopheles spp., foi possível observar regiões 

similares de ambas as subunidades interagindo com as α-glicosidases. Na subunidade 

BinA foram descritos aminoácidos principalmente da região C-terminal, e na BinB, 

além dos aminoácidos anteriormente ressaltados, outras regiões apareceram em 

diferentes espécies;  

g) As análises in silico são importantes neste contexto, considerando a dificuldade de se 

realizar análises de suscetibilidade in vivo com larvas de anofelinos, e essas descrições 

são fundamentais para futuros estudos in vitro, onde podem ser avalidas as 

características proteicas e regiões descritas nos dockings.  
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