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INTRODUCAO GERAL



Capitulo 1

Introducao Geral

O rebanho bovino do Brasil é composto por mais 212 milhoes de animais. A
produtividade da pecuaria brasileira sofre um grande impacto com efeitos dos
parasitas internos e externos que afetam o rebanho. As perdas causadas anualmente
devido a acao dos parasitas podem atingir os 13,96 bilnoes de délares. Dentre os
ectoparasitas, a espécie Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae)
(Canestrini, 1887), comumente conhecida como carrapato do boi ou carrapato bovino,
€ a maior causadora da queda da produtividade. O carrapato bovino é responsavel por

perdas de até 3,24 bilhoes de dolares ao ano (Grisi et al., 2014), somente no Brasil.

R. microplus é um artropode da classe Arachnida que no momento da
alimentacao com sangue, inocula substancias antihemostaticas, anti-inflamatorias e
imunomodulatérias contidas na saliva. Essas substancias modificam a fisiologia no
sitio da picada e causam uma importante perda de sangue e uma reducao na
imunidade do hospedeiro, o que facilita a entrada de microrganismos patogénicos. O
estresse causado pelas infestacoes em larga escala conduz a interrupcao da
alimentacao e, consequentemente, a perda de peso e a reducao da fertilidade (FAO,
2004). Também é um importante vetor da rickettsia Anaplasma marginale e dos
protozoarios Babesia bigemina e Babesia bovis, causadores das doencas anaplasmose

e babesiose, respectivamente.

No Brasil, o controle desses ectoparasitas € realizado quase que exclusivamente
por meio da aplicacao de pesticidas comerciais. Contudo, o uso de pesticidas conduz,
invariavelmente, a selecao de linhagens resistentes. Isso ocorre em consequéncia da
selecao de genotipos resistentes previamente presentes nas populacoes quando os
individuos sao expostos a uma pressao seletiva na presenca dos pesticidas. A evolucao
da resisténcia em varios grupos de pragas é um fenomeno bem estudado e pode
acontecer rapidamente, ja que os genoétipos resistentes existem antes do surgimento

da pressao seletiva e a emergéncia das linhagens resistentes faz com que os

Capitulo 1 2



pesticidas percam sua efetividade no controle das pragas, o que aumenta os custos da
producao animal (Hartley et al., 2006).

De forma geral, este trabalho visa avaliar os mecanismos moleculares
envolvidos na resisténcia de R. microplus a ivermectina, um dos acaricidas mais

amplamente utilizados no controle quimico do carrapato bovino no Brasil.

1.1. Biologia e aspectos gerais de R. microplus

A espécie R. microplus, originaria da Asia, foi introduzida na maioria das regides
tropicais e subtropicais do mundo por meio da importacao de gado. Sua distribuicao
geografica compreende aproximadamente as areas entre os paralelos 30° norte e 30°

sul. Atualmente, na regiao neotropical, esta distribuida desde o norte da Argentina até

o México, a excecao do Chile (figura 1.1).

+ f af st ”
*2h. (Bo.) australs o
s @h. {Bo.} microplus

Figura 1.1 Distribuicao geografica das espécies de carrapatos do género
Rhipicephalus. A distribuicao do carrapato bovino, R. microplus esta indicada em
vermelho (Burger et al., 2014).

Essa espécie de carrapato € um parasita monoxeno, ou seja, precisa de um (nico
hospedeiro para completar seu ciclo de vida (figura 1.2) e realiza todas as mudas no
mesmo animal. Eventualmente, pode infestar outros animais, mas o gado bovino é

seu principal hospedeiro. O ciclo de vida de R. microplus pode ser dividido em dois

Capitulo 1 3



estagios ou fases: uma fase nao parasitaria e uma fase parasitaria, que se alternam,

respectivamente, entre o solo e os bovinos.

Ninfas

Larvas
infestantes

)

eo

Fecundacgé&o

o’

6 ,
Larvas ’k &;‘q{ S ; 4
T3 @y
Q ‘ P Postura dos

Ovos oVvos

Figura 1.2. Ciclo de vida simplificado do carrapato R. microlplus. Adaptado de Andreotti (2010)

1.1.1. Fase nao parasitaria

Considera-se que aproximadamente 5% de uma populacao de carrapatos se encontra
em parasitose, infestando o hospedeiro. O restante (95%) esta no ambiente, na fase
nao parasitaria, na forma de ovos, larvas ou fémeas em periodo de pré-postura e
postura. A fémea completamente alimentada com sangue (fémea ingurgitada),
desprende-se do hospedeiro e cai no solo. Por possuir fototaxia negativa, a fémea
procura abrigo e inicia a postura aproximadamente 2 a 3 dias apos sua queda do
hospedeiro. Esse periodo € denominado de pré-postura e a duracao € proporcional a
quantidade de nutrientes ingerida pela fémea e também é influenciado pela
temperatura, sendo que temperaturas baixas prolongam o tempo de pré-postura. Se
isso acontece por um tempo muito prolongado, pode levar a morte das fémeas antes

do inicio da postura (de Campos Pereira et al., 2008).

Quando as condic¢oes climaticas tornam-se favoraveis, a fémea inicia a postura
dos ovos. O periodo de tempo no qual a fémea coloca os ovos chama-se de periodo de

postura ou periodo de incubacao. A duracao do periodo de postura depende das
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condicoes de umidade relativa e temperatura do ambiente e pode durar de trés a seis
semanas. Aproximadamente 99,9 % dos ovos sao postos até o décimo terceiro dia de
postura e cada fémea pode dar origem a mais de 3000 ovos. Os ovos podem eclodir
entre uma a trés semanas apos a postura. Eles constituem o estagio vital mais
suscetivel a dessecacao por ser o Unico estagio imovel do ciclo (de Campos Pereira et
al., 2008; Ferretto, 2013).

Quando os ovos eclodem, emergem as larvas que se diferenciam das ninfas por
possuir trés pares de pernas. As larvas recém-emergidas sao quase translicidas e
apos a exposicao ao ar sua cuticula se torna marrom-avermelhada. No momento da
sua emergéncia, as larvas nao sao capazes de infestar os bovinos. Elas so6 se tornam
infestantes de quatro a seis dias apos terem emergido, apos o espessamento da
cuticula. Apos esse periodo, elas tendem a subir agrupadas nas hastes do capim, pois
apresentam geotaxia negativa e fototaxia positiva, sendo este ultimo, o fator
predominante no comportamento de subida. Além disso, as larvas possuem
capacidades sensoriais que fazem com que elas respondam aos estimulos olfatorios
das secrecoes da pele e a expiracao do gado. Sendo assim, as larvas ficam na espera

do hospedeiro para iniciar a fase parasitaria (de Campos Pereira et al., 2008).

1.1.2. Fase parasitaria

A fase parasitaria € iniciada quando as larvas infestantes se fixam ao hospedeiro e
termina quando os adultos, incluindo as fémeas fecundadas e ingurgitadas
(teledginas) se desprendem e caem no chao. A fixacao ocorre por meio das pecas
bucais aproximadamente uma hora apos alcancar o hospedeiro. As glandulas salivares
comecam a secretar um material acelular viscoso que envolve as pecas bucais
formando um cone de cimento que fixa o carrapato na pele do hospedeiro (de Campos
Pereira et al., 2008, Anatriello et al., 2010 ).

Dentre as secrecoes salivares das larvas encontram-se substancias
farmacologicamente ativas com propriedades imunossupresoras, anti-inflamatorias,
vasodilatadoras e anti-hemostaticas que permitem evadir o sistema imune do bovino e
impedir a coagulacao sanguinea favorecendo a alimentacao do carrapato (Valenzuela,
2004, de Campos Pereira et al., 2008, Anatriello et al., 2010).
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Entre o quarto e o sétimo dia de fixacao acontece a muda de larva para ninfa,
estagio que em que o individuo permanece aproximadamente até o décimo sexto dia,
quando a ninfa muda para a fase adulta, fase na qual acontece o acasalamento e a

fertilizacao.

Apos a fertilizacao, a fémea completa a alimentacao com sangue ou
ingurgitamento. Se as fémeas nao forem fecundadas, permanecem no hospedeiro
sem ingurgitamento. Quando a fecundacao acontece, as fémeas completam o repasto
sanguineo rapidamente. A fémea fertilizada e ingurgitada é chamada de teledgina.
Sua queda do hospedeiro acontece entre o vigésimo-primeiro e vigésimo-terceiro dia
apos a fixacao no hospedeiro, reiniciando entao a fase nao parasitaria (de Campos
Pereira et al., 2008).

Cada bovino pode ser parasitado por milhares de carrapatos, o que leva a perda
de sangue, a um efeito deletério decorrente da inoculacao de substancias que alteram
a imunidade e a coagulacao do sangue do hospedeiro e a uma possivel transmissao
de patogenos como B. bovis, B. bigemina e A. marginale. Dentre os principais efeitos
das infestacoes sobre os animais se encontram (i) modificacoes do comportamento,
(ii) reducao da produtividade, imunidade, ganho de peso e producao de leite, (iii)

aumento da mortalidade e (iv) diminuicao do tempo de vida produtiva (Klafke, 2011).

Nesse cenario, torna-se necessario o controle das infestacoes por carrapatos. No
Brasil, o controle do carrapato € feito principalmente por meio de pesticidas

comerciais.

1.2. Os pesticidas e seus modos de acao

A producao agricola e pecuaria atual, bem como muitos programas de saide humana,
precisam do controle de artropodes que transmitem doencas e geram perdas
econdmicas. Uma das formas mais amplamente utilizadas é o controle por meio de
pesticidas que agem geralmente no sistema nervoso, provocando paralisia. De forma

geral, existem quatro modos de acao de pesticidas no sistema nervoso:

B Ativadores de canais de cloro: os canais de cloro, quando unidos a um ligante

especifico, se abrem para permitir a entrada de Cl. Em condicoes fisiologicas
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normais, a uniao do ligante nao é permanente, assim como o efeito do influxo de CI-
. Determinados pesticidas se unem irreversivelmente a um canal idnico causando
um influxo continuo de ions CIF em neurdnios da juncao neuromuscular ou no
sistema nervoso central. O influxo ininterrupto leva a despolarizacao permanente da
membrana e a paralisia do artropode (ffrench-Constant et al., 2004). Exemplos
desse tipo de canal sao os receptores ativados pelo neurotransmissor acido y-
aminobutirico (GABA). O receptor forma um canal transmembrana pelo qual a
passagem de ions CI-é ativada pela uniao do GABA ao receptor (Rauh et al., 1990).
Agindo de forma analoga ao GABA, determinados pesticidas, como Avermectinas e
Milbemicinas, se unem ao receptor de maneira irreversivel, o que leva a

despolarizacao da membrana.

B Antagonistas de canais de cloro mediados por GABA: Em condicoes normais o
neurotransmissor GABA se une a seu receptor no sistema nervoso central dos
artropodes induzindo o influxo de Cl. Os antagonistas dos canais de cloro mediados
por GABA, como os Ciclodienos e os Fenilpirazois, se unem ao receptor do GABA,
competindo com o neurotransmissor e inibindo o influxo de CI. Dessa forma, os
antagonistas impedem a inibicao neuronal, o que resulta em uma superexcitacao

do sistema nervoso (Bloomquist, 2003).

B Moduladores de canais ionicos ativados por voltagem: do ponto de vista estrutural,
0s canais ionicos ativados por voltagem sao poros protéicos que, sob condicoes
adequadas, permitem o fluxo de ions, através da membrana plasmatica. Esses
canais respondem a uma mudanca no potencial elétrico transmembra. A mudanca
do campo eletromagnético induz uma alteracao conformacional na estrutura do
canal permitindo que ele se abra para admitir o influxo ou efluxo de ions (Sands et
al., 2005). A essa categoria pertencem os canais de sodio ativados por voltagem
(Davies et al., 2007). Os moduladores de canais ionicos ativados por voltagem
induzem, de maneira prolongada, mudancas no potencial transmembrana de forma
que os canais ionicos sao abertos de forma irreversivel. A abertura permite um
influxo permanente de ions que leva a paralisia do artrépode (ffrench-Constant et

al., 2004). Exemplos deste tipo de pesticida sao os Piretroides e as Piretrinas.
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B Inibidores de acetilcolinesterase: a acetilcolina € um neurotransmissor que se une a
um canal de sodio fazendo com que o canal permita a entrada de sodio na juncao
neuromuscular. A acetilcolinesterase € uma enzima que tem a funcao de degradar
a acetilcolina, o que para o influxo de sodio. Os pesticidas organofosforados e
carbamatos inibem a funcao normal desta enzima. Com isso, a acetilcolina
permanece ligada ao canal, e o sodio entra na célula de forma permanente. Como
nos outros casos, isso resulta na paralisia do artropode (ffrench-Constant et al.,
2004, Rosario-Cruz et al., 2009).

Além da acao no sistema nervoso e muscular, ha também pesticidas que atuam em
outras vias e sistemas como (i) inibidores da cadeia de transporte de elétrons na
mitocondria, (ii) inibidores da biossintese de quitina, (iii) inibidores da acetil CoA

carboxilase e (iv) inibidores de crescimento.

Pesticidas com os modos de acao citados sao utilizados para controle da
maioria dos artropodes e, para cada um deles, diferentes modos de resisténcia foram

observados em populacoes naturais de artropodes, como sera descrito a seguir.

1.3. Mecanismos de resisténcia

0 uso de produtos quimicos para controle de pragas leva, invariavelmente, a selecao
de linhagens resistentes, capazes de sobreviver a exposicao aos pesticidas. A
resisténcia se desenvolve quando esses produtos tornam-se incapazes de exercer sua

acao normal.

Ja foram propostas varias definicoes de resisténcia, mas elas tém em comum o
fato de indicar que uma porcentagem da populacao sobrevive a doses do pesticida que
comumente sao letais para a maioria dos individuos da populacdao (FAO, 2004;
Tabashnik et al., 2014; Perry et al., 2011). Um ponto importante que as definicoes
destacam é que a resisténcia € uma caracteristica genética e, portanto, herdavel. Por

esse motivo, também constitui um modelo para estudo de processos microevolutivos.

Segundo Perry e colaboradores (2011), a resisténcia pode ser definida como a
sobrevivéncia de um individuo a concentracoes de pesticidas que sao letais para os

individuos suscetiveis da mesma espécie. Segundo a FAO (2004), a resisténcia em
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carrapatos se define como uma reducao da suscetibilidade dos parasitas aos
pesticidas quando os mesmos sao utilizados segundo concentracées e modos de uso
recomendados. Tabashnik et al. (2014) definem resisténcia como uma suscetibilidade

reduzida a um pesticida de base genética.

A resisténcia aos pesticidas pode ser mediada por varios mecanismos como: (1)
substituicoes de aminoacidos que modificam o alvo molecular nos receptores ou
enzimas, (2) desenvolvimento de modificacoes no comportamento que permite aos
parasitas evitar o produto, (3) reducao na penetracao do pesticida no corpo do parasita
e (4) desintoxicacao metabodlica (Hemingway et al., 2004, Mc Kenzie e Batterham,
1998).

As substituicoes em sitios alvo sao um dos mecanismos mais estudados.
Exemplos classicos sao as substituicoes em canais idnicos ativados por ligantes e em
canais de sodio ativados por voltagem. No primeiro caso, os receptores GABA sao sitios
alvo dos ciclodienos, em particular o Dieldrin. Em Drosophila, o fenétipo de resisténcia
ao Dieldrin € conhecido como Rdl. O mapeamento genético demonstrou que a
resisténcia era conferida pela substituicao de uma alanina por uma serina ou glicina na
posicao 302 de sua sequéncia de aminoacidos (ffrench-Constant et al., 2004). A
alanina nessa posicao € crucial para a ligacao do inseticida e essa unica mudanca é
responsavel pela resisténcia. 0 mesmo mecanismo é observado nos genes kdr e
superkdr. Em Musca domestica, o canal de sodio ativado por voltagem é o alvo do DDT
(diclorodifeniltricloroetano) e dos piretroides. Uma substituicao de um dnico
aminoacido foi associada a um fenoétipo resistente a piretroides e tal fenétipo foi
denominado knockdown resistance (kdr). Uma segunda substituicao foi associada a
um alelo que conferia uma resisténcia incrementada e foi denominado super-kdr

(ffrench-Constant et al., 2004).

A resisténcia comportamental e cuticular sao pouco frequentes e pouco
estudadas. No primeiro caso, os artropodes desenvolvem comportamentos com
tendéncia a se afastar dos meios tratados com o pesticidas, reduzindo o contato com o
produto. A resisténcia comportamental é pouco conhecida em carrapatos. No caso da
resisténcia cuticular, o engrossamento da cuticula reduz a penetracao do pesticida.

Esses dois tipos de resisténcia sao pouco frequentes e geralmente pouco efetivos
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quando se apresentam sozinhos, mas combinados com outros mecanismos podem

contribuir para um nivel mais elevado de resisténcia (Guerrero et al., 2012).

0 processo de desintoxicacao metabdlica € mediado por grupos de enzimas que
incluem as citocromo P450, alfa e beta esterases e Glutationa-S-transferase (GST),
bem conhecidas em muitos grupos de artropodes (Hemingway & Ranson, 2000). O
principal mecanismo descrito esta relacionado ao metabolismo oxidativo mediado pela
citocromo oxidase P450. Mecanismos secundarios como conjugacao mediada por GST,
hidrolise mediada por esterases e desintoxicacao mediada por transportadores ABC
também foram descritos (Klafke et al., 2010; Pohl et al., 2011).

Os mecanismos de resisténcia sao geralmente complexos. Um ou mais deles
podem estar envolvidos em diferentes populacoes de carrapatos, aumentando a
diversidade e o nimero de genes que podem contribuir para desenvolvimento da
resisténcia. A resposta fisiologica aos pesticidas € mediada por proteinas resultantes
da expressao dos genes que contribuem para a resisténcia e, portanto, podem existir
diferencas na sequéncia codificante, o que muda a funcao da proteina, ou nas
sequéncias regulatorias, o que leva a diferentes niveis de expressao entre linhagens
com diferentes suscetibilidades. Essa diferenca pode ser constitutiva ou manifestar-se

apenas quando ha exposicao a determinadas concentracoes de pesticidas.

1.4. A resisténcia aos pesticidas como fenomeno microevolutivo

O primeiro relato de resisténcia foi documentado por Melander em 1914, quando
observou que algumas populacoes de Quadraspidiotus perniciosus sobreviviam a
concentracoes de enxofre e cal que matavam insetos de outras populacoes da mesma
espécie, embora nunca tenha sido testado se as diferentes tolerancias possuiam uma

base genética (Coles & Dryden, 2014).

Do ponto de vista microevolutivo as mutacoes que conferem resisténcia a
pesticidas surgem com baixa frequéncia nas populacoes de artropodes. Quando a
populacao € exposta a pesticidas, ha uma forte pressao seletiva e os individuos com
genotipos resistentes (aqueles que possuem os alelos mutantes de baixa frequéncia)
sobrevivem e causam um aumento da frequéncia de tais mutacoes ao se

reproduzirem. Isso pode acontecer de forma rapida, quando os genoétipos resistentes
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estao presentes nas populagcoes naturais antes de serem expostos aos pesticidas
(Hartley et al., 2006).

O nimero de genes envolvidos na resisténcia depende da intensidade da
pressao seletiva, ou seja, da concentracao do pesticida. Quando um pesticida é
inicialmente introduzido em uma populacao, ha uma distribuicao de viabilidade devido
a fatores preexistentes como tamanho corporal, idade, estado reprodutivo e condicoes
fisiologicas gerais (figura 1.3). As diferencas genéticas entre individuos em uma
distribuicao fenotipica continua como essa estao distribuidas em diversos genes.
Assim, se a concentracao do pesticida selecionar individuos dentro dessa distribuicao
de viabilidade (concentracao A na figura 1.3), a selecao atuara sobre a variacao
fenotipica resultante de varios genes (McKenzie & Batterham, 1994). Ao longo das
diferentes geracoes, se uma mesma dose for aplicada nesses individuos repetidas
vezes, serao selecionados varios genoétipos de efeito menor no fenétipo. Em geral,
essas respostas tém pouca importancia econdomica ja que nao reduzem de forma
acentuada o periodo de protecao dos pesticidas. Contudo, sao respostas generalizadas,

que independem do modo de acao dos pesticidas.
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Figura 1.3. Selecdo dentro e fora da distribuicao de viabilidade uma
populacao de artropodes. Se a selecao acontece dentro da janela de
distribuicao da populacao (Concentracao A) serao selecionados genétipos
de efeito menor no fenétipo resultando na sobrevivéncia de um grande
nimero de individuos (resisténcia poligénica). Se a selecao ocorre a
concentracoes altas, fora do intervalo de distribuicao normal da populacao
(concentracao B), selecionam-se mutacoes raras com efeito maior no
fenoétipo (resisténcia monogénica). Adaptado de McKenzie & Batterham
(2004).

Por outro lado, quando a selecao acontece com doses de pesticidas maiores,
fora da distribuicao de viabilidade, essas doses nao podem ser toleradas pela maioria
dos individuos da populacao e serao selecionadas mutacoes raras com efeito maior no
fenotipo, determinando uma resposta monogénica (ffrench-Constant, 2004; McKenzie,
1996). Esses mutantes raros apresentam uma tolerancia ao pesticida fora da

distribuicao da populacao original.

Considerando que varios mecanismos podem estar envolvidos na resisténcia

aos acaricidas, em particular a ivermectina, e que eles estdao sob controle genético,
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este trabalho abordou a questao do tipo de resposta genética que linhagens resistentes

do carrapato R. microplus apresentam quando sao expostos a ivermectina.

1.5. Resisténcia a ivermectina

O uso de acaricidas data de 1896, quando o arsénico comecou a ser utilizado
sistematicamente no controle de carrapatos em bovinos. Em 1910, foi liberado nos
Estados Unidos e ja em 1937 foi detectada resisténcia ao arsénico na Australia, o que
motivou o desenvolvimento de novos produtos, como os organoclorados em 1946,
ciclodienos e toxafeno em 1947, formamidinas em 1975, piretroides em 1977 e

lactonas macrociclicas em 1981 (Andreotti, 2010).

No Brasil as populacoes de R. microplus tém desenvolvido resisténcia a todos os
acaricidas disponiveis comercialmente para o controle de carrapatos (Figura 1.4).
Piretroides Sintéticos, Organofosforados, Lactonas Macrociclicas, Amitraz, Fipronil e
Fluazuron tém perdido parte de sua efetividade no controle das populacoes de
carrapatos (Fernandes, 2001; FAO, 2004; andreotti, 2010, Martins & Furlong, 2011,
andreotti et al., 2011; Klafke et al., 2006; Reck et al., 2014).

A ivermectina é uma das drogas mais amplamente utilizadas no tratamento das
infestacoes por R. microplus. Pertence ao grupo das Lactonas Macrociclicas, composto
por avermectinas (ivermectina, abamectina e doramectina) e milbemicinas
(moxidectina) (Klafke, 2011). A resisténcia a ivermectina no Brasil se encontra
disseminada por todo o sul e sudeste do pais (Figura 1.4). E um composto derivado e
refinado da avermectina, produto isolado pela primeira vez em 1974, a partir da
fermentacao de um microorganismo encontrado no solo da costa do Japao,
Streptomyces  avermitilis, posteriormente renomeado como  Streptomyces
avermectinius. A ivermectina é o derivado mais seguro e mais potente da avermectina

e apresenta propriedades antihelminticas, acaricidas e inseticidas (Omura, 2008).

Do ponto de vista quimico, as avermectinas sao um complexo de 16 moléculas
relacionadas que compartilham semelhancas estruturais com as milbemicinas (Fisher
& Mrozik, 1989), dadas essas semelhancas, as informacoes sobre um dos membros

da familia poderiam ser extrapoladas aos outros (Klafke, 2011).
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Figura 1.4. Estados brasileiros com registros de resisténcia a acaricidas (Martins &
Furlong, 20041; Fernandes, 2001; Furlong, 2003; Campos-Junior & Oliveira, 2005;
Klafke et al., 2006; Camillo et al., 2009; Castro-Janer et al., 2009; Gatto-Brito et al.,
2011; Mendes et al., 2011; Andreotti et al., 2012; Reck et al., 2014.

A ivermectina atua como um analogo do neurotransmissor acido y-amino
butirico (GABA). Atua principalmente nos canais de cloro ligantes de glutamato,
comuns a nematodeos, carrapatos e insetos, sendo receptores exclusivos de
invertebrados. Ao se ligar a canais de cloro, causa influxo ininterrupto de ions Cl- em
neurdnios da juncao neuromuscular, o que bloqueia a neurotransmissao (Figura 1.5).
Dessa forma leva a paralisia da musculatura somatica e faringea (Omura, 2008;
Klafke, 2011).
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Figura 1.5. Modo de acao das avermectinas nos neur6nios da juncao
neuromuscular. Adaptado de Omura (2007).

Em artropodes, existem diversos relatos de resisténcia a ivermectina. Currie et
al (2004) documentaram casos de resisténcia a ivermectina em Sarcoptes scabiei.
Byford et al (1999) obtiveram linhagens resistentes de Hematobia irritans em colonias
de laboratério estabelecidas a partir de individuos suscetiveis 30 geracoes apos o
estabelecimento das colonias. Também tém sido registrados iniimeros casos de
resisténcia a abamectinas e milbemectinas em Tetranychus urticae (Van Leewen et al.,
2010) com fatores de resisténcia de até 668, com poucos estudos abordando os

mecanismos subjacentes.

Martins e Furlong (2001) descreveram o primeiro relato da resisténcia a
Ivermectina e doramectina no carrapato R. microplus (cepa Sao Gabriel). Além deles,
Klafke et al (2006; 2011) detectaram resisténcia a Ivermectina em populacoes de
campo do Estado de Sao Paulo. O diagnéstico foi realizado no laboratério por meio do

Teste de Imersao Larval (TIL).
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1.6. Expressao génica diferencial e resisténcia a pesticidas

Tao importante quanto as mutacoes pontuais em regioes codificantes, sao as
mudancas de expressao dos genes envolvidos em fenoétipos resistentes. A selecao
natural atua sobre as variacoes do fenotipo, que podem surgir devido a variacoes nas
sequéncias das regioes codificantes ou regulatorias dos genes — as variacoes da

expressao — ou ambas.

Os genes podem mudar de expressao em diferentes tecidos de um organismo,
em diferentes momentos do desenvolvimento, em diferentes condicoes ambientais e
em linhagens diferentes de uma espécie. Neste trabalho, nosso interesse esta focado
nos dois ultimos casos, ja que estudaremos a resposta a diferentes concentracoes de
ivermectina, representando condicoes ambientais diferentes, assim como diferencas
de expressao entre duas cepas de R. microplus estabelecidas com diferencas na

resisténcia a ivermectina.

Fenotipos resistentes podem, entao, surgir como consequéncia da variacoes no
nivel de expressao em resposta a exposicao a pesticidas. Como exemplo disso,um
estudo demonstrou que uma cepa de Drosophila melanogaster resistente a diazinon
apresentava super-expressao do gene Cyp6gl, da familia das citocromo oxidases
quando exposta ao inseticida (ffrench-Constant et al., 2004). Em Caenorhabditis
elegans a resisténcia a ivermectina foi associada a super-expressao de proteinas de
resisténcia multipla (“multidrug resistance proteins” ou MRPs) e transportadores ABC
(James & Davey, 2009). Pohl e colaboradores (2011), utilizando PCR quantitativa
(gPCR), investigaram os niveis de transcricao de transportadores ABC em duas
linhagens de R. microplus: POA (suscetivel a Ivermectina) e Juarez (resistente a
Ivermectina) alimentadas artificialmente com sangue sem ivermectina e com
ivermectina. Os autores observaram niveis aumentados do RNA mensageiro do gene
RmMABC10 em resposta a alimentacao com sangue suplementado com ivermectina. A
super-expressao de transportadores ABC também se encontra associada a resisténcia
a lactonas macrociclicas em Haemonchus contortus (Coles et al., 2005) e Sarcoptes
scabiei (Mounsey et al., 2006). No mosquito Culex pipiens, a insercao CuRE1 no gene
Cyp9m10 esta associada a super-expressao da enzima P450 capaz de metabolizar

piretroides. A insercao localiza-se na regiao regulatoria do gene e faz com que ele
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aumente sua expressao (Feyereisen et al., 2015). Esses trabalhos apresentam
evidéncias de que o fendmeno da resisténcia também pode aparecer por mudancas na

expressao e hao na funcao de genes.

Este trabalho visa investigar as mudancas de expressao quando larvas de
carrapatos sao expostas a diferentes concentracées de ivermectina, pelo teste de
imersao larval. Foram utilizadas duas cepas de referéncia: Mozo, suscetivel a
ivermectina, e Juarez, resistente a ivermectina. Realizamos comparacoes entre as
cepas a concentracoes iguais de acaricida. Também exploramos as respostas de cada
uma das cepas quando expostas a diferentes concentracoes do acaricida. Assim sendo,
investigamos as mudancas de expressao global que acontecem em resposta a
exposicao a ivermectina, visando identificar genes possivelmente envolvidos na

resisténcia ao acaricida e quantificando seus niveis de expressao.

Complementando os experimentos de RNA-Seq para o estudo da expressao
génica, foram realizados bioensaios com sinergistas para estudar a atividade de
enzimas e desintoxicacao metabolica e transportadores ABC. Esses ensaios, realizados
com as mesmas cepas de referéncia acima mencionadas, além de determinar a
atividade de cada uma dessas proteinas, investigam se o nivel de atividade observado
para as proteinas estudadas é concordante com os niveis de expressao das mesmas.
Dessa forma ambas abordagens sao complementares e contribuem a responder as

perguntas que conduzem esse trabalho.
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Hipoteses e perguntas

Neste estudo utilizamos duas linhagens de carrapatos, uma suscetivel e uma resistente
a ivermectina. A principal questao é determinar quais sao as diferencas entre elas que
podem explicar a resisténcia ao acaricida. Quatro pressupostos conduzem este

trabalho:

B a resisténcia apresenta uma base poligénica a baixas concentracoes de

Ivermectina e uma base monogénica a concentracoes maiores;

B mudancas nos hiveis de expressao de um ou mais genes podem gerar fenotipos

resistentes;

B existem diferencas de expressao entre as cepas quando expostas as mesmas

concentracoes de ivermectina;

B a expressao génica da mesma cepa muda quando exposta a diferentes

concentracoes de Ivermectina.

Considerando a diversidade de mecanismos de resisténcia conhecidos e os tipos de
selecao acima descritos que podem ocorrer como reposta a pressao seletiva da

Ivermectina sobre o carrapato R. microplus, buscamos elucidar trés questoes:

B Quantos genes sao diferencialmente expressos entre as duas linhagens de

carrapatos?

B Quantos genes e/ou mecanismos de resisténcia estao envolvidos na resisténcia a
ivermectina no carrapato R. microplus? A linhagem resistente apresenta uma

resposta monogénica ou poligénica?
M Qual é a funcao desses genes?

Para responder a essas perguntas utilizamos duas abordagens complementares: o
estudo funcional de enzimas possivelmente envolvidas em mecanismos de
desintoxicacao metabdlica e o estudo de niveis globais de RNA mensageiro (expressao

génica).
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A desintoxicacao € mediada por enzimas que atuam sobre o pesticida uma vez
que ele ingressou no meio intracelular. Considerando esse fato, as atividades das
enzimas ja descritas foram avaliadas indiretamente, por meio de ensaios de tempo-
mortalidade com inibidores enzimaticos especificos de cada uma das enzimas
estudadas, os sinergistas. Nessa avaliacao foram realizadas medicoes do tempo letal
(em minutos) de grupos de larvas de R. microplus de duas cepas, Mozo (suscetivel) e
Juarez (resistente), expostas a ivermectina com e sem sinergistas. Se as enzimas
candidatas estudadas nao tém envolvimento na resisténcia a ivermectina, o tempo
para a morte de individuos de R. microplus nao € alterado no caso de sua inibicao. No
entanto, se as enzimas atuam diretamente causando a resisténcia, a inibicao delas por

meio dos sinergistas levara a diminuicao da resisténcia (do tempo letal).

0 estudo da expressao génica também foi realizado para verificar alteracoes
nos niveis de RNA mensageiro (MRNA) em resposta ao acaricida. A analise foi
realizada por meio da tecnologia do RNA-Seq ou sequenciamento massivo em paralelo
do mRNA, em conjunto com ferramentas bioinformaticas. O mRNA contido nas
amostras foi sequenciado e as sequéncias obtidas em cada condicao experimental
foram utilizadas para realizar a montagem do transcriptoma de R. microplus. A partir
da montagem e alinhando as sequéncias (reads) brutas contra o transcriptoma, foi
possivel quantificar os niveis de expressao dos transcritos montados (contigs). Os
resultados expressam tanto a identidade dos genes com niveis de expressao alterados
nas diferentes condicoes experimentais, quanto a quantificacao desses niveis. As
diferencas nos niveis de mRNA entre as condicoes experimentais foram utilizadas para
explicar tanto diferencas entre as cepas Mozo (sustetivel) e Juarez (resistente) expostas
a concentracoes de ivermectina iguais, quanto diferencas dentro de cada uma das
cepas expostas a concentracoes de ivermectina diferentes, sendo que estas diferencas
representam a resposta das cepas ao acaricida. Entre os genes diferencialmente
expressos anotados sao de especial interesse aqueles que explicam o fenomeno da

resisténcia a ivermectina em R. microplus.

Em conjunto, as duas abordagens aqui introduzidas confluem no objetivo
principal deste trabalho que é de identificar mecanismos de resisténcia a Ivermectina

presentes em R. microplus.
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Capitulo 2

Avaliacao de mecanismos de desintoxicacao metabolica

Neste capitulo sao descritos os ensaios de atividade enzimatica e de tempo-
mortalidade realizados para testar o envolvimento de cinco familias de enzimas de
desintoxicacao metabdlica na resisténcia a ivermectina: citocromo P450, esterases o e
B, Glutationa-S-Transferase e transportadores ABC. Como descrito na introducao, o
processo de desintoxicacao € um dos fenomenos mais estudados em varios grupos de

pragas e € mediado por familias enzimaticas que serao descritas a seguir.

As proteinas citocromo P450 fazem parte de uma das maiores superfamilias
enzimaticas. Os genes P450, chamados de CYP estao presentes nos genomas de todos
os organismos. A superfamilia de genes CYP é classificada seguindo critérios como
identidade de aminoacidos, filogenia e organizacao génica. Existem mais de 200
familias génicas quando uma identidade de aminoacidos maior que 40% é
considerada. As sequéncias de aminoacidos das diferentes P450 sao extremamente
diversas, com niveis baixos de identidade (até 16%), porém possuem caracteristicas
estruturais conservadas (Werck-Reichhart & Feyereisen, 2000). Essa diversidade tem
origem, provavelmente, em varios eventos de duplicacao génica. Os genes CYP
originaram-se nos procariotos antes da acumulacao de oxigénio na atmosfera (Werck-
Reichhart & Feyereisen, 2000). As reacoes exercidas pelas citocromo P450 sao
também diversas. Contribuem para processos como assimilacao de carbono,
biossintese de hormonios e componentes celulares estruturais, e degradacao de
xenobiodticos. Em eucariotos, essas enzimas geralmente se encontram unidas ao
reticulo endoplasmatico ou membranas mitocondriais internas (Werck-Reichhart &

Feyereisen, 2000).

As esterases sao uma familia de enzimas que hidrolisam ésteres, compostos
presentes em muitos dos inseticidas utilizados em programas de controle de pragas.
Diferentes classificacoes sao utilizadas para agrupar as esterases nao existindo, por

enquanto, uma classificacao universal. A maioria das esterases pertence a familia
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génica das carboxil/colinesterases, que por sua vez, pertencem a superfamilia das o/
hidrolases, que possuem um dominio capaz de hidrolisar substratos muito diversos. O
sitio catalitico das carboxil/colinesterases contém uma folha o/ (Reis Montella et al.,
2012). Essas enzimas nao possuem uma alta similaridade em suas sequéncias
primarias de DNA e possuem diversas especificidades de substrato. Porém, possuem
alta similaridade estrutural e um arranjo de residuos de aminoacidos bem
conservados, fatos pelos quais se considera que as esterases tenham se originado a
partir de um ancestral comum (Nardini & Dijkstra, 1999; Oakeshott et al., 2005). No
caso das esterases, tanto a expressao génica alterada e a atividade incrementada,
quanto mutacoes pontuais has regioes codificantes dos genes tém sido envolvidas na
resisténcia a OP, PS e carbamatos (Reis Montella et al., 2012). Neste trabalho,
tentamos elucidar o envolvimento de dois grupos de carboxilesterases, na resisténcia a
ivermectina, seguindo uma classificacao baseada na hidrolise preferencial de dois
substratos artificiais: a e B naftil acetato. Enzimas que hidrolisam especificamente « ou

B naftil acetato desigham-se como esterases o e esterases [3, respectivamente.

As Glutationa-S-Transferases (GSTs) representam um grupo de isoenzimas
multigénicas envolvidas na desintoxicacao celular de compostos xenobidticos e
endobioticos. As GSTs podem ser citosdlicas ou podem ser encontradas nos
microssomos. As GSTs citosélicas estao classificadas em cinco familias génicas: alfa
(), mu (M), pi (m), theta (0) e sigma (o), classificacao baseada na similaridade de
sequéncias e na reatividade imunolégica cruzada (Salinas & Wong, 1999). As GSTs
representam aproximadamente 1% das proteinas celulares e se encontram
distribuidas em todos os eucariotos aerdbicos e alguns procariotos. Os niveis
intracelulares de GST estao controlados por um Unico gene que modula a expressao
em resposta ao estresse oxidativo. As GSTs protegem as células contra compostos
citotoxicos e genotoxicos geralmente hidrofobicos, catalisando a conjugacao com
glutationa. As GSTs também sequestram e transportam compostos hidrofébicos
endogenos, como hormonios e esterdides, assim como metabolitos toxicos exégenos

como drogas e pesticidas (Salinas & Wong, 1999).

Os transportadores ABC (ATP Binding Cassette) sao uma superfamilia de

proteinas transmembrana presentes em todos os organismos, procariotos e eucariotos.
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Sao importantes em uma variedade de processos fisiologicos que incluem
translocacao de substratos como aminoacidos, metais ionicos, peptideos, metabolitos
e toxinas. Sao responsaveis pelo transporte ativo de uma ampla variedade de drogas
contra o gradiente de concentracao por meio de um processo dependente de ATP.
Podem transportar toxinas endogenas e exdégenas (Higgins, 2001; Pohl et al., 2011;
Pohl, 2012). Do ponto de vista estrutural, um transportador ABC é constituido por dois
dominios transmembrana (transmembrane domains - TMDs) com seis a-hélices que
atravessam a membrana formando um poro. Dois dominios, constituidos por uma
estrutura o/B na face citoplasmatica da membrana constituem os dominios ligadores
de ATP (nucleotide-binding domains - NBDs) (Higgins, 2001)

Para estudar o envolvimento dessas familias enzimaticas na resisténcia a
ivermectina, dois testes foram empregados: testes de atividade enzimatica basal e

testes de tempo mortalidade com inibidores enzimaticos (sinergistas).

O primeiro teste visou avaliar a atividade enzimatica basal de quatro familias
enzimaticas (Citocromo-oxidases, o e B esterases e Glutationa-S-transferases) nas duas
cepas de referéncia estudadas, Mozo e Juarez, sem exposicao a ivermectina. Com
estes testes buscamos entender se existem diferencas constitutivas nas atividades das
enzimas entre as duas cepas, mesmo sem exposicao a ivermectina. Para isso, foram
utilizados homogenatos de larvas de carrapatos das duas cepas nos quais foram
adicionados substratos especificos de cada uma das enzimas: 3,3'5,5-
tetramethylbenzidine (TMBZ) para Citocromo-oxidases, a e B-naftil acetato para « e B-
esterases, e glutationa (GSH) para GST. Logo apos a reacao das enzimas com seus
respectivos substratos, os produtos foram quantificados por método bioquimico-
colorimétrico utilizando a absorbancia deles, obtida como descrito no protocolo

desenvolvido para ensaios na espécie Aedes aegypti (Ministério da Saude, 2006).

Em paralelo, foram construidas curvas padrao para a absorbancia de cada um
dos produtos de reacao (citocromo C para Citocromo-oxidases e « e - naftol para o e
B- esterases) em concentracoes conhecidas. No caso do teste para GST o padrao foi
constituido por concentracées conhecidas de GST e do substrato GSH. A partir dessas
curvas foi possivel comparar a absorbancia obtida a partir dos produtos a

concentracoes conhecidas com a absorbancia obtida a partir das amostras-teste. Essa
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comparacao foi necessaria para realizar os calculos de atividade enzimatica. A
atividade enzimatica das citocromo-oxidases foi medida como pg de citocromo C/ ug
de proteinas, a atividade de o e B- esterases como nM/ug proteina/min, e a atividade
da GST como yM/ug proteina /min, sendo essa ultima produto de uma leitura cinética.
Para cada amostra, também foi calculada a quantidade total de proteinas, que foi
utilizada para normalizar a quantificacao da atividade enzimatica, tornando os
resultados comparaveis mesmo nos casos em que a massa total analisada apresentou

diferencas.

0 segundo tipo de ensaio foi realizado com o intuito de avaliar as diferencas na
mortalidade ao longo do tempo e o Tempo Letal 50 (TL50) das duas cepas, Mozo e
Juarez, quando expostas somente a ivermectina, e quando expostas a ivermectina em
combinacao com sinergistas. Os sinergistas sao inibidores enzimaticos especificos de
cada uma das familias enzimaticas estudadas. As citocromo-oxidases sao inibidas pelo
butoxido de piperonila (PBO), as esterases sao inibidas pelo tributil fosforotritioato
(DEF), as GSTs pelo dietilmaleato (DEM) e os transportadores ABC sao inibidos pela

ciclosporina A.

Quando uma cepa suscetivel é exposta a ivermectina é esperado que a
mortalidade ao longo do tempo seja maior que quando a mesma cepa em condicao
controle, nao exposta a acaricidas. Por outro lado, quando uma cepa resistente é
exposta a ivermectina, espera-se que a diferenca na mortalidade em relacao a mesma
cepa sem exposicao a ivermectina seja significativamente menor que a diferenca
observada na cepa suscetivel. Se a resisténcia € uma caracteristica decorrente da acao
de enzimas de desintoxicacao metabodlica, a utilizacao dos inibidores acima descritos

deve aumentar a mortalidade na cepa resistente.

Nos bioensaios de tempo-mortalidade buscamos identificar diferencas na
porcentagem de mortalidade ao longo do tempo e no TLso quando uma cepa foi
exposta somente a ivermectina e quando a mesma foi exposta a ivermectina em

combinacao com sinergistas.

Em uma cepa suscetivel, nao esperamos que enzimas desintoxicadoras estejam

agindo no metabolismo da ivermectina. Portanto, ndo esperamos que a exposicao
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apenas a ivermectina ou a ivermectina em combinacao com sinergistas, resultem em

na porcentagens diferentes de mortalidade ao longo do tempo e no TLso.

Se uma determinada familia de enzimas esta agindo em uma cepa resistente, a
presenca do sinergista inibira a acao de tais enzimas. Portanto, é esperado que a
porcentagem de mortalidade ao longo do tempo e o TLso da cepa resistente exposta a
sinergista e ivermectina, diminuam em relacao a mesma cepa exposta unicamente a
ivermectina. As enzimas desintoxicadoras, inibidas pelo sinergista, perderao a
capacidade de metabolizar a droga e observaremos diferencas quando comparamos
ambos os tratamentos, sendo o tempo de mortalidade e o TLsp menores na cepa
resistente exposta a ivermectina com sinergista. A partir do TLso foi calculado o Fator
de Sinergismo (FS) que indica a diferenca na porcentagem de mortalidade ao longo do
tempo entre uma cepa resistente exposta ao acaricida com sinergista em relacao a
mesma cepa exposta somente ao acaricida. A mesma logica pode ser aplicadaa

transportadores ABC e seu sinergista.

Levando em consideracao os fundamentos anteriores, esperamos que a cepa
suscetivel Mozo nao apresente mecanismos metabolicos de desintoxicacao mediados
por estas enzimas/transportadores ABC nem diferencas significativas na mortalidade
ao longo do tempo entre os carrapatos expostos somente a ivermectina e os
carrapatos expostos a ivermectina combinada com sinergistas. No entanto, esperamos
que a cepa Juarez exposta a ivermectina em combinacao com sinergistas apresente

uma porcentagem de mortalidade maior que quando exposta apenas a Ilvermectina.

0 objetivo de ambos os testes foi compreender quais mecanismos metabalicos
estao envolvidos na resisténcia a ivermectina no carrapato R. microplus. Levando em
consideracao que as proteinas estudadas sao codificadas por multiplos genes, também
poderemos responder parcialmente se a resposta a ivermectina apresenta uma base

poligénica ou monogénica.
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Metodologia

2.1. Material de estudo

Neste trabalho foram utilizadas duas cepas de referéncia do carrapato R. microplus:

Mozo, suscetivel a ivermectina, e Juarez, resistente a ivermectina.

A cepa Mozo, originaria do Uruguai, é a cepa suscetivel referéncia da FAO para
estudos e diagnostico de resisténcia na América Latina e foi cedida pelo Dr. Ulisses
Cuore (DILAVE, Miguel Rubino, Montevidéu). Essa cepa é mantida sem contato com
acaricidas na Unidade de Isolamento do Laboratorio de Parasitologia do IPVDF -
FEPAGRO, Eldorado do Sul, Rio Grande do Sul.

A cepa Juarez foi isolada no ano 2010 no municipio de Jacarei, Estado de Sao
Paulo. Amostras de teleoginas foram coletadas em uma propriedade de criacao bovina
com relato de falha na eficacia da ivermectina no controle do carrapato. A primeira
geracao filial (F1) apresentou um fator de resisténcia de 5,81 em relacao a cepa de
referéncia suscetivel Mozo, determinado por meio do teste de imersao larval (TIL).
Posteriormente, a cepa foi mantida em animais estabulados, tratados com ivermectina
injetavel por duas geracoes (lvomec® 1%) na Unidade de Isolamento do Laboratorio de
Parasitologia do IPVDF - FEPAGRO, Eldorado do Sul, Rio Grande do Sul. Durante as oito
geracoes posteriores (F2 a F9), as passagens foram realizadas em animais sem
tratamento com acaricida. Entre a F10 e a F18, as passagens foram realizadas em
animais tratados com ivermectina para selecionar uma cepa homogénea em relacao a
resisténcia ao acaricida. Uma vez realizados os experimentos, e com uma cepa
resistente, entre a F19 e a F23 as passagens foram realizadas em animais sem
tratamento com ivermectina. Este estudo foi realizado com larvas procedentes da

vigésima terceira geracao da cepa Juarez.

2.2. Bioensaios I: Ensaio de dose-resposta por meio do teste de imersao larval (TIL)

0 teste de imersao larval (TIL) (Figura 2.1) é um ensaio de dose-resposta que permite
determinar concentracoes letais (CL) de um pesticida para duas cepas diferentes de
carrapatos, sendo uma delas suscetivel ao acaricida. Os pesticidas sao diluidos em

uma solucao de acetona 1% e triton X 0,002%. A CLso € utilizada para o calculo do
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fator de resisténcia (FR) que indica quantas vezes uma cepa é mais resistente que a
cepa suscetivel de referéncia. O TIL e o teste de imersao de adultos (TIA) representam
os testes padrao para o diagnostico da resisténcia no carrapato do boi (Klafke et al.,
2006).

Figura 2.1. Teste de imersao larval. A. Larvas em imersao nas solucdes de concentracoes

crescentes de ivermectina. B. Larvas de 14 dias utilizadas nos ensaios.

O TIL foi realizado com larvas de 14 a 15 dias das cepas Mozo e Juarez.
Solugoes com concentracoes decrescentes de ivermectina foram preparadas para a
posterior exposicao das larvas de carrapatos. O TIL foi realizado em triplicatas e, em
cada uma delas, aproximadamente 100 a 150 larvas de carrapatos de cada uma das
cepas, foram imersas em solucgoes de O, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 25, 35, 50, 75 e 100 ppm
de ivermectina, durante dez minutos. Posteriormente, as larvas foram colocadas em
pacotes de papel de filtro e incubadas em estufa a 27°C e 80% de umidade relativa,
por 24 horas. As larvas sobreviventes foram contabilizadas e foi construida uma curva
de dose-resposta, permitindo calcular a CLso de cada uma das cepas. A partir desse

dado, foi calculado o FR da seguinte forma:
FR = CLso cepa resistente (Juarez) / CLso cepa suscetivel de referéncia (Mozo)

Os dados de mortalidade das larvas foram analisados utilizando o programa
Polo-Plus (LeOra Software). A CLso e o FR foram determinados seguindo o modelo
probit incluido no programa. O modelo Probit € um modelo de regressao para variaveis
binomiais que permite ajustar uma curva a um conjunto de dados para comparar a

relacao entre a variavel de resposta e a variavel independente. No modelo Probit, a
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variavel dependente ou de resposta toma valores estritamente entre O e 1. Esse
modelo é utilizado para analisar dados obtidos a partir de bioensaios, ja que dada a
variavel independente (dose de pesticida) a resposta pode ser apenas individuos vivos
(unidades que nao respondem) ou mortos (unidades que respondem). A variavel de
resposta € binaria com distribuicao binomial. Nos ensaios de dose-resposta, a curva
costuma ser sigmoide. O modelo probit transforma a curva sigméide em uma curva
linear e, dessa forma, as relacoes entre as variaveis podem se ajustar a uma reta para
definir as relacoes entre concentracao de pesticida e resposta. Para realizar essa
transformacao € necessario que as concentracoes de pesticidas sejam convertidas a
logaritmo em base 10. Uma vez realizada a regressao, pode-se determinar as
quantidades necessarias de pesticidas para atingir 1, 50 e 90 % da mortalidade: as
CL1, CL50 e CL9O.

Tanto para a CLso quanto para o FR foi determinado o intervalo de confianca de
95%. As diferencas foram consideradas significativas sempre que os intervalos de

confianca nao se sobrepuseram.

2.2.1. Ensaios de atividade enzimatica basal

Foram realizados ensaios enzimaticos para avaliar as atividades enzimaticas
constitutivas nas cepas Mozo (suscetivel) e Juarez (resistente) das enzimas P450
monoxigenase, o-esterases, pB-esterases e Glutationa-S-transferase (GST). Foram
utilizadas amostras em pools de larvas maceradas em 350 uL de agua destilada. Para
cada ensaio, as amostras foram distribuidas em placas de 96 pocos em trés réplicas
biolégicas, cada uma com trés réplicas técnicas, contabilizando um total de nove
amostras por ensaio. As atividades de todas as enzimas, a quantificacao total de
proteinas (PTN) e a construcao das curvas padrao de todos os produtos de reacao
foram realizados por método bioquimico-colorimétrico usando o espectrofotometro AZ
Read 2000 (Biochrom). O programa Galapagos foi usado para a aquisicao dos dados

de absorbancia.

Para cada uma das amostras a PTN foi determinada. Como primeiro passo para
a quantificacao das proteinas nas amostras, foram construidas curvas padrao com

concentracoes conhecidas de albumina do soro bovino (BSA) de 0; 2,5; 5; 7,5; 10 e 20
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ug/uL adicionadas a 300 L de reagente de Bradford. A quantificacao dos padroes foi
realizada pelo método colorimétrico apos 5 minutos de incubacao a temperatura
ambiente, a 620 nm. A partir dessa quantificacao foi construida uma curva padrao e foi
determinado o coeficiente angular. As amostras foram submetidas a reacoes
equivalentes e a quantidade de proteinas especificas nas amostras foi determinada da
mesma forma. O coeficiente angular obtido a partir da curva padrao foi utilizado para

realizar os calculos das quantidades de proteinas totais das amsotras.

Para o teste de oxidases de funcao mista (MFO) foram construidas curvas
padrao a partir de quantidades conhecidas de citocromo C (0; 0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2
ug) diluidas em tampao fosfato de potassio 90 mM pH 7,2, representando o produto
da atividade das oxidases. Vinte microlitros de citocromo C nas diferentes
concentracoes foram incubados por 120 minutos com 25 uL de H202 3%. A partir
dessa reacao, os padroes foram determinados por colorimetria. As amostras foram
combinadas com o reagente TMBZ diluido em metanol e tampao acetato de sédio 250
mM pH 5,0. Apos a adicao de 25 pL de H202 3% a reacao foi incubada por 120 minutos

e foi realizada a leitura colorimétrica a um comprimento de onda de 650 nm.

Para a determinacao da atividade de o-esterases e [-esterases foram
construidas curvas padrao de o e [-naftol, respectivamente, com quantidades
conhecidas de produto (0, 1, 2, 3, 4, 5 ug). Dez microlitros de o e B-naftol foram
incubados em 200 pl de alfa-naftil acetato diluido em fosfato de sédio (20mM pH 7,2)
por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, 50 pl de Fast Blue diluidos em
SDS 5% foram adicionados e a mistura incubada foi por 5 minutos. O mesmo
procedimento foi realizado para as amostras. Logo apos a incubacao com Fast Blue foi

realizada a leitura colorimétrica a 570 nm.

As curvas padrao foram utilizadas para a determinacao do coeficiente angular

utilizado nos calculos das atividades enzimaticas de cada uma das enzimas.

O ensaio para medir a atividade da GST baseia-se no fato de que essa enzima

catalisa a conjugacao de L-glutationa com 1-Cloro-2,4-Dinitrobenzeno (CDNB):
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GST
GSH + CONB ———» GS-DNB conjugada + HCI

O conjugado de GS-DNB absorve comprimentos de onda de 340 nm e a taxa de

absorcao € diretamente proporcional a atividade de GST na amostra.

O ensaio de GST foi realizado por meio do kit de reacao para GST (Sigma),
seguindo as indicacoes do fabricante. Os ensaios foram realizados com uma solucao
substrato composta por tampao salino Dulbecco™s (KCI 0,196 g/L, KH2PO4 0,196 g/L,
NaCl 7,84 g/L, Na2HPO4 1,127 g/L (anidrico) 1,15 g/L), glutationa reduzida (2 mM) e
CDNB (1 mM). Quatro microlitros de cada uma das amostras e dos controles positivos
foram distribuidos em triplicata em placas de Elisa de 96 pocos. Foram adicionados
196 uL de solucao substrato, para obter um volume final de 200 uL. O controle positivo
foi constituido por 4 uL de GST 0,25mg/mL diluida em tampao para amostras do kit na
proporcao de 1:10. Os controles negativos foram constituidos por 200 uL de solucao
substrato em triplicata sem adicao de GST. A atividade enzimatica foi medida por
colorimetria comecando imediatamente apés a preparacao da reacao, a intervalos de

tempo de cinco minutos durante 20 minutos, a um comprimento de onda de 340 nm.

Todos os ensaios, excetuando-se o de GST, foram realizados segundo o
protocolo descrito para Aedes aegypti (Ministério da Saude, 2006) e adaptado para R.

microplus.

2.2.2. Calculos da atividade enzimatica

As atividades enzimaticas foram calculadas segundo as seguintes formulas:

M Oxidases de Funcao Mista (MFO): [(Absorbancia da amostra - Absorbancia média
do branco) x fator de diluicao] / coeficiente angular da curva padrao / quantidade
total de proteinas

M Esterases alfa e beta: [(Absorbancia do branco x fator de diluicao)/coeficiente
angular da curva padrao/ quantidade total de proteinas] x 2000 x 7 / 30
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B Glutationa-S-Transferase (GST): (Absorbancia do branco a 20 min - Absorbancia do
branco a 10 min) x fator de diluicao x 0,6 x Atempo / quantidade total de proteinas
x 1000

0 branco constitui a medida da absorbancia da solucao tampao sem a ocorréncia da

reacao enzimatica.

2.3. Bioensaios llI: testes de tempo-mortalidade com sinergistas

Os sinergistas sao inibidores enzimaticos especificos capazes de incrementar a
suscetibilidade dos carrapatos aos acaricidas, quando mecanismos enzimaticos estao
atuando na resisténcia. Se em cepas resistentes as enzimas de desintoxicacao
metabdlica/transportadores ABC agem como mecanismos de resisténcia, elas serao
inibidas pelos sinergistas especificos, o que leva a uma diminuicao dos niveis de
resisténcia. Nos ensaios de tempo mortalidade com sinergistas, espera-se que, em
cepas resistentes, o tempo letal 50 (TLso) diminua. O FS indicara o quao mais
rapidamente ocorre a morte dos carrapatos resistentes expostos ao acaricida com
sinergista em relacao aos carrapatos expostos somente ao acaricida. Por outro lado, se
o ensaio é feito com cepas suscetiveis, espera-se que os TLs das amostras expostas ao
acaricida e ao acaricida em combinacao com sinergistas, nao sejam diferentes, pois as
enzimas e os transportadores ABC nao estariam atuando nestas cepas. Foram testados
inibidores de proteinas que possam ter um papel na resisténcia a acaricidas: PBO,
inibidor de citocromo P450, DEF, inibidor de esterases, DEM, inibidor de GST e CsA,

inibidor de transportadores ABC.

O TIL foi adaptado para a realizacao de ensaios de tempo-mortalidade com
sinergistas. Os ensaios de tempo-mortalidade permitem avaliar a porcentagem de
mortalidade de grupos de larvas ap6s exposicao a ivermectina, diluente, sinergista ou
ivermectina em combinacao com sinergista, a intervalos de tempos regulares. Da
mesma forma que o TIL permite determinar a CLso, 0s testes de tempo-mortalidade
permitem determinar o tempo letal para 50% da populacao (TLso) e o fator de
sinergismo (FS). No caso dos testes de tempo-mortalidade com sinergistas o TLso foi

determinado para cada um dos grupos experimentais:
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B Amostra + 100 ppm de ivermectina (Controle positivo)
B Amostra + Diluente (Controle negativo)

B Amostra + Sinergista

B Amostra + 100 ppm de ivermectina + Sinergista

Como o teste incluiu sinergistas, o FS foi calculado da seguinte maneira:

TLso cepa testada exposta a ivermectina 100 ppm
FS =

TLso cepa testada exposta a ivermectina 100 ppm + sinergista

Os ensaios foram realizados com as cepas de referéncia Mozo (suscetivel) e
Juarez (resistente). Larvas da geracao 23 foram utilizadas nos testes de tempo-
mortalidade. Foram determinadas as maiores concentracoes nao letais de sinergistas,
por meio do TIL. O DEF foi testado com as seguintes concentracoes (em ppm): 0; 0,001,
0,01;10; 100 e 1000. O DEM foi testado a 1,25; 2,5e 5 ppm. O PBO a 1,5,25e 5. A
CsA foi utilizada a uma concentracao de 15 uM segundo a metodologia descrita por

Pohl et al. (2012). A concentracao de ivermectina foi de 100 ppm em todos os casos.

Apos a determinacao da maior dose nao letal para cada sinergista, foram
utilizadas as seguintes concentracoes finais:
B PBO, inibidor de citocromo P 450: 5 ppm;
B DEF, inibidor de esterases: 1 ppm;
B DEM, inibidor de GST: 100 ppm;
B CsA, inibidor de transportadores ABC: 15 M.

Foram realizados quatro testes de tempo-mortalidade com a cepa Mozo e a
cepa Juarez, cada um correspondente a um sinergista. Para cada grupo experimental,
amostras combinadas de aproximadamente 100-150 larvas, em triplicata, foram
imersas em 500 yL de cada solucao durante 10 minutos. Cada amostra foi transferida
para um pacote de papel filtro com a ajuda de um pincel. O pacote foi fechado e as

larvas foram incubadas em estufa a 27°C e 80% de umidade.
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A contagem das larvas vivas e mortas foi realizada em seis intervalos de tempo:
10, 120, 240, 360, 480 e 1440 minutos apos a exposicao as solucoes. O primeiro
ponto de contagem (10 minutos) representa 0 momento no qual as larvas sao
extraidas das solucoes. As larvas foram consideradas vivas se apresentassem a
capacidade de se locomover. Aquelas sem movimento ou apenas com movimento das

pernas foram consideradas mortas.

Os dados de mortalidade das larvas foram analisados utilizando o programa
Polo-Plus (LeOra Software). O TLso e o FS foram determinados seguindo o modelo
probit incluido no programa. Tanto para o TLso quanto para o FS foi determinado o
intervalo de confianca de 95%. As diferencas foram consideradas significativas sempre

que nao houvesse sobreposicao dos intervalos de confianca.
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Resultados

2.4. Bioensaios I: Ensaio de dose - resposta por meio do teste de imersao larval (TIL)

O teste de dose resposta foi utilizado para determinar a CLso e a CLgo das duas cepas
de referéncia Mozo (suscetivel) e Juarez (resistente), e os fatores de resisténcia
correspondentes a ambas CL (tabela 2.1 e figura 2.2). Para a CLso foi determinado um
fator de resisténcia de 7,029. Para a CL90 foi determinado um fator de resisténcia
20,443. Em ambos os casos foi confirmado o fato da cepa Juarez ser resistente em

relacao a cepa Mozo.

Tabela 2.1. Resultados do ensaio de dose-resposta com ivermectina realizados em R. microplus
da cepa Mozo e Juarez da geracao 23.

Cepa N Inclinacao da CL50 IC FR CL90 IC FR
reta de
regresao
Juarez 4539 1,714 84,673 71,467- 7,029 473,498 316,888- 20,443
+-0,087 104,419 863,108
Mozo 3474 4,514 12,046 10,521- 23,161 20,120-
+-0,203 13,523 28,232

N: ndmero de larvas tratadas; CL: concentracao letal; IC: intervalo de confianca; FR: Fator de
Resisténcia.
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Figura 2.2. Curva de dose-resposta exibindo a porcentagem de mortalidade das
cepas Mozo e Juarez em relacao aos logaritmos das concentracoes crescentes de
ivermectina, entre O ppm e 100 ppm.
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2.5. Ensaios de atividade enzimatica basal

Nestes ensaios buscamos elucidar quais eram os niveis constitutivos de atividade das
GSTs, citocromo-oxidases e «- esterases e (- esterases em larvas de R. microplus,
prévios a exposicao a Ivermectina. Diferencas de atividade basal poderiam ajudar a
explicar diferencas entre a cepa Mozo (suscetivel) e a cepa Juarez (resistente) assim
como fornecer evidéncias do envolvimento de determinadas familias enzimaticas de

desintoxicacao na resisténcia a ivermectina.

Nove pontos amostrais foram utilizados para determinar diferencas de atividade
enzimatica basal entre as cepas Mozo e Juarez. Esses pontos representam as médias
obtidas a partir das réplicas técnicas e biologicas dos ensaios. As diferencas entre
médias foram avaliadas por meio do teste t comparando os dois grupos. A atividade de
GST foi significativamente maior (p=<0,001) na cepa Juarez (resistente) em relacao a

cepa Mozo (suscetivel) (Figura 2.3.A)

No ensaio de MFO, a cepa Mozo (suscetivel) apresentou atividade basal de
citocromo oxidases significativamente aumentada (p <0,001) em relacao a cepa

Juarez (resistente) (Figura 2.3.B).

No teste de o e B-esterases, as médias das atividades enzimaticas basais nao
apresentaram diferencas significativas (p = 0,360 para o-esterases e p = 0,938 para 3-
esterases) (Figura 2.3.C e 2.3.D). Nos dois casos, as diferencas entre as médias nao
sao suficientes para rejeitar a hipotese de que as diferencas entre os grupos

experimentais sejam devidas ao acaso.

2.6. Bioensaios II: testes de tempo-mortalidade com sinergistas

Testes de tempo-mortalidade com sinergistas foram realizados para determinar o
envolvimento de citocromo oxidases, GST, esterases e transportadores ABC na
resisténcia a ivermectina. Os testes foram utilizados para avaliar a mortalidade ao
longo do tempo da cepa resistente, Juarez, quando exposta a ivermectina em
combinacao com os sinergistas PBO, DEM, DEF e CsA. A resposta da cepa Juarez em
cada condicao experimental (ivermectina + sinergista, ivermectina, sinergista e

diluente) foi comparada com a resposta da cepa Mozo nas mesmas condicoes.
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Figura 2.3. Atividade basal de GST, citocromo oxidases, e « e (-esterases das cepas Mozo e
Juarez sem exposicao a ivermectina. A linha interna representa a mediana de cada grupo de
amostras. A atividade enzimatica de GST se encontra significativamente aumentada na cepa
Juarez em relacao a cepa Mozo (A). A atividade das citocromo oxidases encontra-se
significativamente aumentada na cepa Mozo em relacao a cepa Juarez (B). Nem « nem B
esterases apresentam diferencas significativas quando as cepas Mozo e Juarez sao
comparadas (C e D).

Em uma primeira etapa, foram obtidos os padroes de tempo-mortalidade das
duas cepas expostas apenas a ivermectina (100 ppm), a seis intervalos de tempo: 10,
120, 240, 360, 480 e 1440 minutos pos-exposicao (Figura A1, Anexo 1). Esses ensaios

permitiram comparar o efeito da ivermectina e da ivermectina em combinacao com
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sinergistas e confirmaram o fenoétipo resistente da cepa Juarez em relacao a cepa

Mozo.

Os testes subsequentes com sinergistas foram realizados considerando a
resposta das cepas nestas condicoes. Nos experimentos com sinergistas, foram
utilizados dois controles: (i) larvas expostas somente ao diluente da ivermectina e (ii)

larvas expostas somente ao sinergistas.

Quando consideramos a cepa suscetivel Mozo, nhao esperamos mecanismos de
desintoxicacao mediados pelas enzimas estudadas. Portanto, nao se esperam
diferencas no TLso e no FS no tratamento com Ivermectina em combinacao com
sinergistas quando comparada ao tratamento apenas com lvermectina. De fato, nem o
TLso nem o FS apresentam diferencas significativas na comparacao entre tratamentos
(Tabela 2.2). Ja na cepa Juarez, esperamos que pelo menos parte do fenoétipo
resistente seja devido a acao de enzimas desintoxicadoras. Se elas participam em
processos de desintoxicacao da ivermectina, sua inibicao por sinergistas determinara o

aumento da mortalidade ao longo do tempo, diminuindo o TLso € aumentando o FS.

Tabela 2.2. Resultados dos testes de tempo- mortalidade com Ivermectina e sinergistas
realizados com R. microplus da cepa Mozo (suscetivel) e Juarez (resistente).

TLso TLso sem
Cepa Tratamento N Slope £EP  (minutos) IC inibidor IC FS IC
Ivermectina- 1.443+- 743.836- 1826.795 1162.477- 1.610
Juarez PBO 662 0.092 886.037 1089.543 4018.619 2.062 2.640
Ivermectina- 1.973+- 566.940- 2.181
DEM 927 0.098 663.7 799.559 2,752 3.473
Ivermectina- 1.986+- 313.030- 4,125
DEF 514 0.096 351.623 393.139 5.195 6.544
Ivermectina- 2.896+- 221.973- 6.056
CsA 638 0.174 239.793 257.546 7.618 9.584
Ivermectina- 4.661+- 141.007- 173.167 150.853- 0.981
Mozo PBO 259 0.306 161.046 179.380 193.178 1.075 1.178
Ivermectina- 4.009+- 108.296- 1.151
DEM 199 0.326 133.862 154.948 1.294 1.454
Ivermectina- 4.046+- 92.887- 1.424
DEF 502 0.343 107.288 119.571 1.614 1.829
Ivermectina- 4.597+- 139.812- 0.926
CsA 85 0.361 168.813 193.914 1.026 1.136
N: nimero de larvas; slope: inclinacao da reta de regressao; EP: erro padrao; TL: tempo letal;
IC: intervalo de confianca; FS: fator de sinergismo; FR: fator de resisténcia.
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Concordando com as expectativas, quando os tratamentos acima mencionados
foram aplicados na cepa Juarez (ivermectina + sinergista, ivermectina, sinergista e
diluente) observamos uma diminuicao significativa do TLso com um aumento
significativo do FS no tratamento com ivermectina + sinergistas (tabela 2.2). Esse
resultado indica que, como as enzimas agem na cepa resistente em resposta ao
acaricida, ao serem inibidas pelos sinergistas ha um aumento na susceptibilidade da
cepa Juarez. Os mesmos tratamentos na cepa Mozo nao resultaram em diferencas
significativas no TLso nem no FS (Tabela 2.2 e Figuras A2 a A5 do Anexo 1) quando
observamos o efeito dos diferentes sinergistas em conjunto com ivermectina.
Considerando que a adicao de sinergistas nao muda a susceptibilidade da cepa Mozo,

entendemos que estas nao agem na desintoxicacao da ivermectina nessa cepa.
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Discussao

A partir do ensaio de dose-resposta verifica-se o carater resistente da cepa Juarez em
relacao a cepa Mozo, cepas de referéncia utilizadas neste estudo para avaliar a
resposta das diferentes enzimas de desintoxicacao metabodlica quando as larvas de R.
microplus sao expostas a ivermectina em combinacao com diferentes inibidores

enzimaticos ou sinergistas.

Os ensaios de atividade enzimatica nas cepas de referéncia nao expostas ao
acaricida mostraram resultados particulares, com a cepa Mozo apresentando atividade
de citocromo oxidase significativamente aumentada em relacao a cepa resistente
Juarez. Niveis elevados da enzima P450 sao geralmente encontrados em linhagens de
artropodes resistentes a pesticidas. Quando consideramos essa enzima, linhagens
suscetiveis geralmente apresentam niveis enzimaticos menores que o0s niveis
presentes nas cepas resistentes (Passay et al., 2009; ffrench-Constant et al., 2004).
Van Leeuwen e colaboradores (2005) compararam os niveis de atividades enzimatica
de monooxigenases em linhagens resistentes coletadas no campo, e uma linhagem
suscetivel de laboratorio de Tetranychus urticae. Nesse estudo, determinaram que pelo
menos parte da resisténcia e da resisténcia cruzada observada nas linhagens
resistentes era devida a uma atividade aumentada de uma monoxigenase. Pang et al
(2014) citaram exemplos de artropodes nos quais as cepas resistentes a varios tipos
de pesticidas apresentaram niveis de atividade de citocromo-oxidases maiores que as
cepas suscetiveis e apresentaram evidéncias de que o mesmo acontece em cepas de
Nilaparvata lugens resistentes a imidacloprid. Considerando essas observacoes,
esperavamos encontrar niveis maiores de atividade de P450 monoxigenase na cepa
Juarez. Porém, neste estudo, a atividade enzimatica das citocromo oxidases na cepa
resistente mostra-se significativamente diminuida quando comparada a cepa
suscetivel, sendo esses fatos opostos aos trabalhos acima mencionados. Concordando
com estes resultados, Carvalho et al (2010) realizaram estudos de expressao em
linhagens de Cochliomyia hominivorax suscetiveis e resistentes a organofosforados
(OP). Dois grupos resistentes, R1 e R2, e um grupo controle, foram avaliados. Entre 18

genes candidatos avaliados por qPCR, esse trabalho mostrou uma sub-expressao do
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gene cyp6gl nos grupos resistentes apos o tratamento com dimetil 2,2-diclorovinil
fosfato em relacao ao grupo controle. No grupo R1, o gene cyp6gl encontrou-se 45
vezes menos expresso do que no grupo controle. 0 mesmo gene no grupo R2 mostrou-

se 10 vezes menos expresso do que no grupo controle.

Por outro lado, de todas as familias enzimaticas testadas, a familia da P450
monoxigenase apresenta o menor FS quando consideramos os resultados dos
bioensaios com sinergistas, o que indica que essas enzimas tém um papel

relativamente menor na desintoxicacao da Ivermectina.

Os niveis basais de atividade de GST de larvas nao expostas a ivermectina foram
maiores na cepa resistente comparada a cepa suscetivel, indicando uma possivel
expressao constitutiva maior dessa enzima na linhagem resistente. Dessa forma,
quando exposta a ivermectina, os niveis elevados de GST ja presentes podem agilizar o
processo de desintoxicacao. De fato, os ensaios com sinergistas mostram alguma
atividade de GST nesse sentido, porém sem um papel principal na desintoxicacao
metabdlica. Esses resultados se encontram em concordancia com os resultados de
Pasay et al. (2009), que observaram niveis quatro vezes maiores de GST em acaros
resistentes a permetrina quando comparados aos niveis da enzima na linhagem
suscetivel. No mesmo trabalho, os ensaios com sinergistas determinaram a diminuicao
do tempo letal dos acaros da linhagem resistente expostos a permetrina em
combinacao com DEM, quando comparados aos acaros resistentes expostos apenas a

permetrina, indicando a participacao de GST na resisténcia.

Nem o-esterases nem [-esterases parecem ter niveis constitutivos de atividade
enzimatica significativamente diferenciados entre as linhagens resistente e suscetivel.
Podemos pensar que as duas cepas apresentam niveis constituivos similares, mas que
estes sao modificados na linhagem resistente quando as larvas entram em contato
com a ivermectina, pois os ensaios com inibidores enzimaticos mostraram que as
esterases apresentam um papel de maior importancia na desintoxicacao, juntamente
com os transportadores ABC. Por outro lado, Van Leeuwen et al (2005) detectaram
desintoxicacao aumentada decorrente de uma maior atividade de esterases em

linhagens resistentes e multirresistentes de T. urticae, quando comparadas a uma
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linhagem suscetivel. Os ensaios com sinergistas mostram que as esterases tém
importancia na desintoxicacao da cepa resistente, mas nao parecem atuar na cepa
suscetivel quando exposta ao acaricida. Concordando com este fato, Passay et al
(2009) realizaram ensaios com sinergistas em Sarcoptes scabiei e observaram uma
diminuicao significativa da sobrevivéncia média da linhagem resistente tratada com
permetrina e DEF quando comparada a linhagem resistente exposta apenas a
permetrina. O papel das esterases no fendomeno de desintoxicacao foi corroborado em
estudos com fémeas ingurgitadas de R. microplus resistentes a organofosforados,
onde mostra-se um incremento na atividade destas enzimas em cepas resistentes em
relacdao a uma cepa suscetivel e o controle, quando expostas ao pesticida (Villarino et
al.,, 2003). Em S. scabiei, foi determinado um aumento da atividade de esterases de
sete vezes nhuma linhagem resistente a permetrina em relacao a linhagem suscetivel
(Pasay et al., 2009).

Devemos considerar que nos experimentos realizados com sinergistas nao
foram caracterizados os tipos de esterases envolvidos. HA uma ampla classificacao
existente para esse tipo de enzimas, que inclui critérios tao diversos como interacao
com organofosforados até critérios filogenéticos e filogendmicos. Se considerarmos os
ensaios de atividade enzimatica, foram testadas o e [} esterases, classificacao que
depende da hidrodlise preferencial dos substratos artificiais o e B-naftil acetato. Ja que
ambos sao ésteres carboxilicos, o e § esterases também podem ser classificadas como
carboxil/colinesterases, também conhecidas como aliesterases, que atuam
preferencialmente sobre moléculas organicas de cadeia aberta e possuem no sitio
ativo, um residuo com um papel importante na hidrolise dos ésteres (Reis Montella et
al., 2012). Portanto, podemos afirmar que os niveis de carboxilesterases nao divergem
entre a cepa Mozo e a cepa Juarez, nao podendo extrapolar essa afirmacao para outras

esterases.

Em termos gerais e de acordo com os resultados obtidos a partir dos bioensaios
com sinergistas, citocromo P450, GST, esterases e transportadores ABC parecem ter
algum grau de envolvimento na desintoxicacao metabdlica da ivermectina em R.
microplus, sendo de maior importancia, o papel de esterases e transportadores ABC. O

tempo letal das larvas da cepa resistente €, pelo menos 40% menor as 24 horas,

Capitulo 2 41



quando expostas a ivermectina em combinacao com inibidores especificos de
esterases e transportadores ABC, em comparacao com o tempo letal da mesma cepa
exposta somente a ivermectina (Figuras A5 do Anexo 1). A inibicao enzimatica
impossibilita a acao de esterases e transportadores ABC fazendo com que a
ivermectina seja capaz de agir. Esses resultados concordam com estudos de inibicao
enzimatica conduzidos em S. scabiei. Neles verificou-se a inibicao da citocromo P450
por PBO, de esterases por DEF e de GST por DEM, resultando na diminuicao da
sobrevivéncia da cepa resistentes, quando os acaros sao expostos a permetrina e

sinergistas (Pasay et al., 2009).

Segundo nossos ensaios de tempo-mortalidade, os transportadores ABC
parecem ser responsaveis por maior parte da resisténcia a ivermectina no carrapato R.
microplus. O maior valor do FS, 7,618, € verificado para a combinacao de ivermectina
com CsA. A cepa Juarez exposta a ivermectina e CsA apresenta uma mortalidade mais
de 50% maior do que a cepa Juarez exposta somente a ivermectina, as 24 horas
(Figura A5, Anexo 1). Pohl (2012) explorou o envolvimento dos transportadores ABC na
resisténcia a ivermectina em populacoes resistentes de R. microplus. Em concordancia
com nossos resultados, determinou uma diminuicao significativa da CLso quando as
larvas foram pré-expostas a CsA no teste de pacotes impregnados (Larval Package Test
ou LPT). No entanto, o nivel de suscetibilidade de populacoes suscetiveis a ivermectina
permaneceu sem variacoes. Também determinou um aumento da toxicidade da
ivermectina em fémeas adultas alimentadas artificialmente com sangue
suplementado com CsA, o que levou a diminuicao da oviposicao e a viabilidade dos

ovos. Porém, nas populacoes suscetiveis a toxicidade da ivermectina nao foi alterada.
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Conclusao do capitulo

Neste capitulo buscamos descrever a investigacao dos mecanismos de resisténcia
metabdlica do carrapato do boi, R. microplus, caracterizado por ser uma espécie
multiresistente. A resisténcia a PS, OP, LM, Amitraz, Fipronil e Fluazuron tém sido
observada em populacoes brasileiras desse organismo (Fernandes, 2001; FAO, 2004;
Andreotti, 2010, Martins & Furlong, 2011; Andreotti et al., 2011; Klafke et al., 2006;
Reck et al., 2014).

Diversos mecanismos de resisténcia sao bem conhecidos em artropodes
pragas: substituicoes de aminoacidos decorrentes de mutacoes pontuais que afetam o
sitio alvo dos pesticidas ou em regioes regulatorias de genes envolvidos na
desintoxicacao dos pesticidas, espessamento da cuticula que diminui a penetracao dos
pesticidas no corpo das pragas, mecanismos comportamentais nos quais os artropodes
reduzem o contato com os pesticidas, e mecanismos de desintoxicacao metabdlica
onde diversas proteinas desintoxicadoras aumentam sua atividade para eliminar as
moléculas de pesticidas. Neste capitulo descrevemos o estudo desse lltimo
mecanismo e apresentamos evidéncias do envolvimento das familias proteicas
citocromo P450, GST, esterases e transportadores ABC. Em termos gerais, era
esperado que as proteinas estudadas tivessem funcoes na desintoxicacao metabélica
da ivermectina. Mesmo sem exposicao a pesticidas, algumas delas agem em
condicoes fisiologicas normais, atuando na desintoxicacdo dos produtos do
metabolismo normal dos organismos. Assim sendo, a atividade das enzimas
desintoxicadoras e transportadores ABC pode ser incrementada ou direcionada em

presenca de uma molécula toxica como a ivermectina.

Os ensaios enzimaticos realizados revelaram niveis basais diferenciados de
citocromo P450 e GST entre as cepas de referéncia utilizadas neste trabalho, Mozo
(suscetivel) e Juarez (resistente). A atividade da citocromo P450 foi maior na cepa
suscetivel, e a atividade de GST, maior na cepa resistente. Porém, os niveis de
esterases permaneceram indiferenciados entre as cepas estudadas. Os ensaios com

sinergistas mostram envolvimento de citocromo P450, GST, esterases e
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transportadores ABC na resisténcia a ivermectina na cepa Juarez do carrapato R.

microplus, sendo o papel de esterases e transportadores ABC de maior importancia.
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Capitulo

GENOMICA FUNCIONAL DA
RESISTENCIA A IVERMECTINA EM
RHIPICEPHALUS MICROPLUS



Capitulo 3

Genomica funcional da resisténcia a ivermectina em Rhipicephalus microplus

Neste terceiro capitulo sera abordado o estudo comparativo dos perfis diferenciais de
expressao génica entre as cepas de referéncia Mozo (suscetivel) e Juarez (resistente) e

entre concentracoes diferentes de Ivermectina dentro de cada uma das cepas.

No estudo de diferentes fenétipos devemos considerar que eles sao produtos da
expressao dos genes. Como anteriormente mencionado, os genes podem mudar de
expressao em diferentes tecidos de um organismo, em diferentes momentos do
desenvolvimento, em diferentes condicoes ambientais e em linhagens diferentes de

uma espécie.

Neste capitulo estudaremos as respostas a diferentes concentracoes de
ivermectina, assim como diferencas de expressao entre as duas cepas de R. microplus

com diferencas no fenétipo de resisténcia a ivermectina.

Dois tipos de comparacoes foram feitas a fim de caracterizar tanto possiveis
mecanismos de resisténcia a ivermectina, quanto diferentes respostas das duas cepas
a diferentes concentracoes de acaricida. A cepa Mozo foi comparada com a cepa
Juarez a 0 e 10 ppm de ivermectina para determinar diferencas de expressao génica
decorrentes de diferencas genéticas entre cepas (diferentes genomas na mesma
condicao). Simultaneamente, foram avaliadas as respostas da cepa Mozo e Juarez a O,
10 e 100 ppm de ivermectina para determinar as diferencas de expressao que surgem
por decorréncia das diferencas entre concentracoes de acaricida (mesmo genoma em

diferentes condicoes experimentais).

Os perfis de expressao génica foram avaliados utilizando a metodologia do RNA-
Seq ou sequenciamento massivo em paralelo do RNA mensageiro, em conjunto com
ferramentas bioinformaticas (Oshlack et al., 2010, Wolf, 2013). Essa abordagem
permite avaliar o conteiido de mRNA de uma ou mais amostras e identificar genes

diferencialmente expressos sob diferentes condicoes. Em um experimento de RNA-Seq,
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o mMRNA das amostras é convertido em cDNA e sequenciado numa plataforma de alto
rendimento, ja que milhoes de sequéncia de cDNA sao obtidas simultaneamente
(sequenciamento massivo em paralelo). Neste estudo, a plataforma de

sequenciamento de escolha foi a lllumina HiSeq (lllumina).

0 nimero de sequéncias geradas durante o processo do sequenciamento é
proporcional a quantidade do RNA transcrito numa condicao particular. Uma
caracteristica importante da tecnologia do RNA-Seq é a possibilidade de realizar
analises em organismos nao modelo, ja que informacoes prévias de sequéncia nao sao
requeridas (Wolf, 2013). Dado que o genoma completo do carrapato R. microplus nao
se encontra ainda disponivel, essa abordagem € apropriada para atingir os objetivos

propostos.

Uma vez quantificados os niveis de expressao dos transcritos é possivel atribuir
a eles uma identidade e funcao por meio da anotacao funcional, o que permite

determinar em quais processos esses transcritos estao envolvidos.

Essa abordagem nos permite atingir os objetivos propostos em dois sentidos: (i)
abordamos a investigacao dos mecanismos de resisténcia a ivermectina, ja que a
anotacao funcional dos genes diferencialmente expressos pode fornecer informacoes
acerca de quais genes podem estar envolvidos hestes mecanismos e (ii) comparamos
o tipo de resposta genética que surge como consequéncia de diferencas entre cepas e
como consequéncia da exposicao de cada uma das cepas a diferentes concentracoes

de ivermectina.
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Metodologia

3.1. Bioensaios: teste de imersao larval (TIL)

O TIL foi realizado conforme a metodologia descrita no Capitulo 2. Foi necessario
realizar esse teste novamente pois as larvas utilizadas nos bioensaios pertenciam a
uma geracao diferente das larvas utilizadas neste experimento do RNA-Seq. Portanto
foi necessario verificar os niveis de resisténcia da geracao especifica. O TIL foi realizado
em triplicatas e, em cada uma delas, aproximadamente 100 a 150 larvas de
carrapatos, foram imersas em solucoes de O, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 25, 35, 50, 75 e 100
ppm de ivermectina, durante dez minutos. A partir da CLso de cada uma das cepas foi

calculado o FR da seguinte forma:
FR=CLso cepa resistente (Juarez)/ CLso cepa suscetivel de referéncia (Mozo)

Os dados de mortalidade foram analisados como descrito no Capitulo 2. As analises
estatisticas foram realizadas por meio do programa Polo Plus, seguindo o modelo
Probit, detalhado no capitulo anterior. Foram determinados os intervalos de confianca
de 95% para a CLso e para o FR. As diferencas foram consideradas significativas

sempre que os intervalos de confianca nao se sobrepuseram.

3.2. Extracao de RNA e sequenciamento

Um ensaio independente do TIL foi realizado para a obtencao do RNA a partir de larvas
de R. microplus. Larvas da cepa Mozo e da cepa Juarez foram expostas a 0, 10, e 100
ppm de Ivermectina. As larvas sobreviventes foram utilizadas para a extracao de RNA.
O RNA total foi extraido com reagente TRIzol®, segundo as recomendacoes do
fabricante com algumas modificacoes. As larvas sobreviventes de cada ensaio foram
imersas em 1 mL de reagente TRIzol® e maceradas. Logo apods, a mistura foi
centrifugada a 10.000 g, a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e
incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Um volume de 100 pl de cloroformio
foi adicionado. Essa solucao foi homogeneizada, incubada a temperatura ambiente por
3 minutos e centrifugada a 10.000 g por 15 minutos. Apos a centrifugacao, o
sobrenadante foi coletado. Foram adicionados 250 pl de isopropanol e o material foi

incubado por periodo de 14 a 16 horas a -20° C. As amostras foram centrifugadas
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novamente por 15 minutos a 4°C. O isopropanol foi descartado e, para a lavagem do
precipitado, foram acrescentados 250 pl de etanol 75%. Apés a homogeneizacao, uma
nova centrifugacao foi realizada a 7.500 g por 5 minutos a 4°C. Apos descarte do
etanol, o precipitado foi deixado a temperatura ambiente até a completa secagem.
Logo apos, o RNA foi ressuspendido em 20 pl de agua DEPC, incubado por 10 minutos
a 55°C e quantificado. O RNA foi conservado a -80°C.

O material obtido foi sequenciado na plataforma lllumina, pela equipe de
sequenciamento oferecido pelo Laboratério de Biotecnologia Animal do Departamento
de Zootecnia da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ) - Universidade
de Sao Paulo (USP).

3.3. Pré-processamento das sequéncias brutas

O processamento das sequéncias brutas foi realizado com o programa Trimommatic
(Bolger et al., 2014) para encontrar e excluir regioes de baixa qualidade (valor menor
que 15) dentro de janelas deslizantes na sequéncia com tamanho de 4 nucleotideos.
Foi realizada também uma verificacao adicional de presenca de adaptadores. Foram
descartadas as sequéncias que, apoés a exclusao de regioes de baixa qualidade,

apresentaram menos de 20 nucleotideos.

3.4. Montagem do transcriptoma

A montagem de novo do transcriptoma foi realizada com software Trinity (Grabherr et
al., 2011). Para formar uma colecao de sequéncias contiguas lineares (contigs),
utilizando as reads sem um genoma de referéncia, foram utilizados os parametros
padrao do programa, com excecao do numero de processadores € memoria (foi
utilizada a capacidade computacional maxima). Além disso, foi utilizada a opcao
“normalize_reads” para a realizacao de uma normalizacao in silico das reads. A
normalizacao se da pela exclusao de parte das reads de regioes com maior cobertuta.
Esse passo € importante para reduzir a complexidade dos dados e, consequentemente,

os requerimentos e temoi computacional. 0 tamanho minimo dos contigs foi 200 pb.

Apos a montagem, foi realizada uma avaliacao do transcriptoma por meio do
programa BUSCO (Simao et al, 2015), que fornece medicoes quantitativas da

completude da montagem. O programa procura contigs completos, fragmentados,
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simples e duplicados utilizando uma base de dados de artropodes contendo 2675

sequéncias codificantes.

3.5. Alinhamento das reads aos contigs recém-montados

Apo6s a montagem, foi construido um banco de sequéncias de referéncia a partir dos
contigs resultantes da montagem. O alinhamento das reads contra a referéncia foi
realizado com o programa Bowtie (Langmead et al., 2009). As reads obtidas a partir de

cada condicao experimental foram alinhadas separadamente.

A contagem das reads que alinharam contra cada contig em cada condicao, foi
realizada utilizando um script em Perl (Bowtie_parser.pl, disponivel em
http://biologia.ib.usp.br/torres/Valeria.html). O script gera uma tabela com os nomes
dos contigs estabelecidos pelo programa Trinity e o nimero de nimero de reads
alinhadas a cada um deles. Esse valor (0 nimero de reads alinhadas contra cada
contig) foi utilizado como seu nivel de expressao (apos normalizacao pelo tamanho da
biblioteca). As reads mapeadas a dois ou mais contigs foram consideradas ambiguas e
foram desconsideradas na contagem. Por outro lado, reads mapeadas a dois ou mais
contigs representando o mesmo gene (diferentes alelos ou diferentes isoformas) foram

consideradas.

Com os niveis de expressao de cada contig obtidos, foram construidas tabelas

para cada par de amostras. As comparacoes par a par entre condicoes foram:

B Mozo O ppm-Mozol10 ppm

B Juarez O ppm-Juarez 10 ppm

B Juarez O ppm-Juarez 100 ppm
B Juarez 10 ppm- Juarez 100 ppm
B Mozo O ppm- Juarez O ppm

B Mozo 10 ppm- Juarez 10 ppm

As tabelas combinadas para cada comparacao foram utilizadas nas analises

subsequentes para determinar niveis significativos de expressao diferencial.
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3.6. Analises de expressao diferencial

Para as analises de expressao diferencial foi utilizado o programa EdgeR (Robinson et
al., 2009) que permite determinar se a expressao média em uma condicao
experimental é significativamente diferente da expressao média em uma condicao
diferente, usando um modelo de distribuicao binomial negativa. O programa EdgeR

testa a diferenca de expressao de cada gene entre grupos, com um teste exato.

Para as analises de expressao diferencial foram utilizadas, como arquivos de entrada,
as tabelas com as comparacoes par a par mencionadas no paragrafo anterior. Cada
uma das condicoes foi testada em comparacao as outras, e foram determinados os

contigs diferencialmente expressos para cada uma delas.

3.7. Anotacao

Para o processo de anotacao foram construidos trés bancos de dados para os
alinhamentos locais: um banco de EST, um banco de nucleotideos e um banco de
dados de proteinas. As sequéncias utilizadas eram provenientes de carrapatos
ixodideos e estavam publicamente disponiveis no Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/).

Para a anotacao, os genes diferencialmente expressos foram alinhados
separadamente contra as sequéncias dos trés bancos de dados utilizando o pacote
BLAST+ (Camacho et al., 2009) por meio de alinhamentos locais. Para o alinhamento
com bases de dados de EST e nucleotideos, foi utilizado o algoritmo blastn, e para o
alinhamento com banco de dados de proteinas, foi utilizado o algoritmo blastx, ambos

incluidos no pacote BLAST+ (Camacho et al., 2009).

Os alinhamentos foram realizados com a opcao megablast (para sequéncias
altamente similares), e com um e-value maximo de 0,0001. O restante dos parametros
utilizados foram aqueles estabelecidos como padrao do programa. Posteriormente, foi
selecionado o subconjunto de alinhamentos que apresentavam pelo menos 40% de
similaridade por meio do script Blast_parser.pl (disponivel em

http://biologia.ib.usp.br/torres/Valeria.html).
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Sendo que os alinhamentos mais informativos foram aqueles procedentes dos
bancos de dados de proteinas, as anotacoes que serao descritas estao baseadas nos

alinhamentos contra ele.

3.8. Analise de enriquecimento de termos de Ontologia Génica (GO)

Os transcritos diferencialmente expressos foram anotados utilizando o banco de dados
de Ixodes scapularis (Gulia-Nuss et al., 2016). O conjunto de genes anotados foram
utilizados para a obtencao dos termos GO, disponivel na base de dados de ontologia do
GO liberada no dia 22 de agosto de 2016, disiponivel no Gene Ontoloy Consortium

(http://geneontology.org/).

O enriquecimento dos termos GO dos genes anotados foi testado utilizando o
algoritmo da plataforma Panther (Protein Analysis Through Evolutionary Relatinships)
versao 10.0 (Mi et al., 2016). O teste foi baseado na diferenca do nimero de ocorréncia
dos termos entre os contigs diferencialmente expressos e sua ocorréncia no genoma
de I. scapularis, ja que o genoma de R. microplus ainda nao esta completamente
sequenciado e anotado. Foi testado o enriquecimento de trés conjuntos de termos GO:
processos biologicos, componentes celulares e fungées moleculares. Foi utilizada a
correcao de Bonferroni para testes multiplos e foram considerados apenas os termos

que apresentaram um valor de p corrigido < 0,05.
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Resultados

3.9. Ensaio de dose-resposta

Para a obtencao do material para sequenciamento, foi realizado um teste de dose
resposta (Figura 3.1). Por meio dele, foram determinadas a CL50 e a CL90 das duas
cepas de referéncia suscetivel e resistente (Mozo e Juarez). Com esses valores, os
fatores de resisténcia correspondentes a ambas concentracoes letais foram calculados
(Tabela 3.1). Para A CL50 foi determinado um fator de resisténcia de 3,796 (95% IC =
3,365-4,283) e para a CL9O foi determinado um fator de resisténcia 5,041 (95% IC =
3,987 a 6,372). Em ambos os casos, é possivel observar que a cepa Juarez é resistente

em relacao a cepa Mozo.

100

80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

® *JUAF16
C *Mozo
— = = Lineal (*JUAF16)

Lineal (*Mozo)

Mortalidade (%)

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentragédo de IVM (log) - ppm

Figura 3.1. Curva de dose-resposta exibindo a porcentagem de mortalidade das cepas Mozo e
Juarez em relacao aos logaritmos de concentragdes crescentes de Ivermectina, entre Oppm e
100 ppm.Tabela 3.1. Resultados do ensaio de dose-resposta com Ivermectina conduzidos com
R. microplus da cepa Mozo (suscetivel) e Juarez (resistente).

Inclinacao
dareta de
Cepa N regressao CL 50 IC FR CL90 IC FR
Juarez 2,162+- 34,245- 3,79 116,430- 5,04
(F16) 996 0,139 43,174 54,716 169,053 318,473
208 2,729+ 9,715- 26,509-
Mozo 5 0,099 11,374 13,467 33,638 45,688

N: nlimero de larvas tratadas; CL: tempo letal; IC: intervalo de confianca.
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3.10. Pré-processamento das sequéncias brutas
O RNA total foi extraido a partir das larvas sobreviventes dos TIL em cada experimento
com diferentes concentracoes de ivermectina (Tabela 3.2). As larvas da cepa suscetivel

apresentaram 100% de mortalidade com 100 ppm de ivermectina.

A partir do sequenciamento, foram obtidos 170.180.729 pares de sequéncias
(Tabela 3.2). Cada fragmento foi sequenciado nos dois sentidos obtendo dois tipos de
sequéncia, as sequéncias R1 e R2. O sequenciamento realizado nao foi direcional (nao
€ possivel saber a orientacao do sequenciamento) e, por esta razao, a atribuicao das

reads a R1 ou R2 é arbitraria.

Apos a avaliacao da qualidade das sequéncias brutas e corte das regioes de
baixa qualidade, foram descartadas 0,0128% das sequéncias (Tabela 3.2). Algumas
reads passam a nao apresentar seu par correspondente, as chamadas singles, apos a
selecao de sequéncias por qualidade. Isso acontece quando uma das sequéncias, R1
ou R2, é muito pequena e/ou constituida predominantemente de adaptadores e é
excluida. Essas sequéncias nao foram incluidas na montagem do transcriptoma por

representar uma fracao minima de todas as sequéncias obtidas (1,82 %).

3.11. Montagem do transcriptoma

Para gerar um conjunto de transcritos de referéncia para o alinhamento das reads e
obtencao dos niveis de expressao, foi realizada a montagem das sequéncias. Excluindo
as sequéncias sem par, foram obtidas 360.942 sequéncias contiguas ou contigs com
pelo menos 200 pb. O conjunto final de contigs inclui, nao somente os transcritos de R.
microplus, mas também de toda a microbiota associada. Além disso, isoformas e
alelos diferentes sao mantidos como contigs diferentes. Uma avaliacao da montagem
foi realizada por meio da comparacao dos contigs montados a um conjunto de
transcritos conservados em artropodes (grupos BUSCO). A maior parte dos contigs
observados consiste de completos duplicados (46,06 %). Apenas 8,63% dos transcritos

nao foram amostrados (Tabela 3.3).
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Tabela 3.2. Resultados sumarizados para cada cepa nas condicées experimentais distintas. Sao
apresentados os resultados brutos de sequenciamento na plataforma lllumina para cada cepa, o
nimero e porcentagem de sequéncias que sobreviveram ao corte de qualidade e o nimero de
sequéncias que foram alinhadas ao conjunto de contigs montados.

Juarez Mozo
Concentracao de Total
Ivermectina 0 ppm 10 ppm 100 ppm 0 ppm 10 ppm
Numero de larvas o 411 39 776 761 ]
sobreviventes?t
Mortalidade 4,3% 13,03% 89,9% 5,2% 24.8% -
Sequencias 38579 182 30922 799 30241899 36081002 34 355847 170 180 72
Brutas (pares)
ﬁfgg‘;’:;g:s 37 855524 30364294 29 634 897 35455161 33744597 167 054 47
(paresy (98,12%)  (98,19%)  (97,99%)  (98,26%)  (98,22%)  (98,16%)

Sequéncias R1 698 054 538 098 588 134 603 114 588 623 3016 023
ndo pareadas? (1,81%) (1,74%) (1,94%) (1,67%) (1,71%) (1,77%)

Sequéncias R2 20 550 16 632 15 742 18 528 18 149 89 601

ndo pareadas®  (0,05%) (0,05%) (0,05%) (0,05%) (0,05%) (0,05%)
‘Zﬁgﬁzggfs 19919 155 16215819 18247 737 20553 968 19 874 679 94 811 358
(parea)s (52,62%)  (53,40%) (61,58%) (57,97%) (5890%)  (56,75%)

1Larvas sobreviventes ao teste de imersao larval a 10 e 100 ppm de Ivermectina. Todas as
larvas sobreviventes foram utilizadas para o experimento de RNA-Seq.

2 Sequéncias pareadas que passaram pelos filtros de qualidade e tamanho.

3 Sequéncias nao-pareadas que passaram pelos filtros de qualidade e tamanho (nao foram
utilizadas nos passos subsequentes).

4 Sequéncias pareadas que alinharam aos contigs montados. A porcentagem foi calculada a
partir do nimero de sequéncias pareadas processadas.

Tabela 3.3. Resultados da avaliagcao da montagem do transcriptoma.

N° de contigs Qualidade dos contigs
968 (36,19%) Unicos completos

1232 (46,06%) Completos duplicados
244 (9,12 %) Fragmentados

231 (8,63%) Nao alinhados

2675 Grupos BUSCO procurados

Capitulo 3 55



3.12. Alinhamento das reads aos contigs recém-montados

Os 360.942 contigs foram utilizados para criar o banco de referéncia para o
alinhamento das reads. As reads obtidas a partir de cada condicao experimental foram
alinhadas separadamente. A eficiéncia do alinhamento obtida por meio do programa
Bowtie (Langmead et al., 2009) foi de 52,6 a 61,6 (Tabela 3.2). A eficiéncia do
mapeamento foi baixa pois muitos contigs menores que 200 pb foram descartados da

analise por serem pouco informativos nos passos subsequentes.

3.13. Analises de expressao diferencial.

Apo6s o alinhamento, foi realizada a contagem das reads que alinharam contra cada
contig, em cada condicao. O numero de reads alinhadas a cada contig € proporcional
ao numero de transcritos. Isso nos permite utilizar o nimero absoluto de reads
alinhadas ao contig como o nivel de expressao do transcrito e esse valor precisa
apenas ser corrigido pelo tamanho da biblioteca, evitando distor¢coes técnicas, o que
poderia acontecer se fossem obtidas muito mais reads para uma condicao que para
outra (Robinson & Oshlack, 2010). Como nao temos uma identificacao prévia da
identidade desses transcritos, utilizamos o contig como unidade de teste. Uma vez
contadas as reads alinhadas a cada contig, testamos as diferencas de contagens entre

as condicoes par-a-par. Realizamos dois tipos de comparacoes:

a) entre concentracoes diferentes de Ivermectina dentro da mesma cepa. Nessas
comparacoes, buscamos entender quais sao os genes que tém a expressao
alterada por decorréncia do contato com o acaricida. Dentro desta classe estao

as seguintes comparacoes:

B Mozo 0 ppm-Mo0zo10 ppm
B Juarez Oppm-Juarez 10 ppm
B Juarez Oppm-Juarez 100 ppm

B Juarez 10 ppm- Juarez 100 ppm
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b) entre cepas com iguais concentracoes de ivermectina: nessas comparacoes
pretendemos identificar quais sao as diferencas entre as duas cepas. Dentro

dessa classe estao as seguintes comparacoes:

B Mozo Oppm- Juarez O ppm

B Mozo 10 ppm- Juarez 10 ppm

Na comparacao dentro da mesma cepa, a menor diferenca foi obtida (em numero de
contigs diferencialmente expressos) entre as concentracoes de O ppm e 10 ppm da
cepa Juarez (Tabela 3.4). Uma resposta muito maior foi observada na comparacao
entre concentracoes de O ppm e 100ppm dentro da cepa Juarez (Tabela 3.4),
apresentando o maior numero de contigs diferencialmente expressos, 2936. Nas
comparacoes entre cepas, 0 maior numero de contigs diferencialmente expressos,

2952, se encontra na comparacao a 10 ppm de ivermectina (Tabela 3.4).

Tabela 3.4. Numero de contigs diferencialmente expressos entre cepas a iguais
concentracoes de ivermectina e nas mesmas cepas expostas a diferentes concentracoes de
ivermectina.

Comparacgoes Nimero de contigs Subexpressos Superexpressos
diferencialmente
expressos

Mozo 0 - Mozo 10 394 133 261

Juarez O - Juarez 10 25 3 22

Juarez O - Juarez 100 2936 1743 1193

Juarez 10 - Juarez 100 2146 1270 876

Mozo O - Juarez O 2576 1270 1306

Mozo 10 - Juarez 10 2952 1618 1334

Em média, os contigs apresentaram uma razao de aumento de expressao de 2,02
vezes. Os dez contigs mais diferentes entre as condicoes tiveram valores de -618,50 a
46,14 vezes.

3.14. Anotacao

A anotacao consiste em atribuir uma identidade aos contigs montados. Uma das
formas de realizar essa etapa € comparando as sequéncias de interesse com

sequéncias ja caracterizadas e depositadas em bancos publicos de sequéncias. Foram
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anotados os genes diferencialmente expressos nas seis comparacoes, que incluem as
comparacoes entre cepas e entre diferentes concentracoes de ivermectina. A lista
completa dos contigs diferencialmente expressos anotados esta disponivel no

endereco eletronico http://biologia.ib.usp.br/torres/Valeria.html.

3.14.1. Genes diferencialmente expressos na mesma cepa entre diferentes
concentracoes de ivermectina

a) Mozo O ppm Ivermectina - Mozo 10 ppm Ivermectina

Nessa comparacao, 399 contigs foram diferencialmente expressos. Entre eles, 18
foram anotados. O contig com a maior diferenca entre os dois tratamentos foi anotado
como citocromo oxidase subunidade 1, um gene do genoma mitocondrial. A expressao
desse gene teve uma diminuicao de 618 vezes como resposta ao tratamento com 10
ppm de ivermectina. Analisando apenas os 10 contigs anotados com a maior diferenca
entre as amostras ha uma diminuicao observada de 3,7 a 628 vezes e um aumento
que vai de 4,9 a 13 vezes no nivel de expressao dos transcritos representados por
esses contigs no tratamento da cepa Mozo com 10 ppm de ivermectina (Tabela 3.5).
Alguns genes foram bem caracterizados e suas funcoes serao descritas a seguir.

Alguns deles podem estar relacionados a resisténcia.

1. Cytochrome oxidase subunit 1 (mitochondrion) [Subunidade 1 da citocromo oxidase
(mitocondria)]

Do ponto de vista estrutural, a citocromo oxidase é um complexo protéico
transmembrana que possui entre cinco a treze subunidades, dez das quais estao
codificadas por genes nucleares em eucariotos, e as trés restantes, por genes
mitocondriais. A subunidade 1 é codificada por um gene mitocondrial, o COl. A
subunidade 1 da citocromo oxidase é a principal unidade catalitica da enzima (Denis,
1986).
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Tabela 3.5. Dez contigs anotados com maior diferenca de expressao entre a cepa Mozo controle e
a capa Mozo tratada com 10 ppm de Ivermectina. Sao apresentados os niveis de expressao
(considerando o fold change (FC) e o nimero absoluto de reads alinhados aos contigs) dos genes
anotados com maior diferenca de expressao e os contigs correspondentes.

_ i Fold N°de N°de
Contig Anotacao Change readst reads® p-valor
MozoO Mozo10
c123311_g1 i1 cytochrome oxidase subunit 1 -618,50 14274 20 1,91x1051
(mitochondrion) [Ixodes vespertilionis]
c132059_g1_i1l metalloprotease,  putative  [Ixodes -6,50 35 149 8,27x108
scapularis]

c132584_g1_i1 hypothetical protein IscW_ISCW022773 -3,75 298 847 7,147x10°%
[Ixodes scapularis]

c133189 g1 _i2 putative na+/dicarboxylate -3,73 60 187 3,86x105
na+/tricarboxylate  and phosphate
transporter [Amblyomma triste]

c133483_g1_i1 Putative tick transposon, partial -3,8 89 287 1,60x105
[Rhipicephalus pulchellus]

¢125790_g1_i1 putative secreted protein [Amblyomma 4,87 28 91 4,44x10%
triste]

¢130973_g1_i2 Putative 6,54 83 234 2,62x108

acetylcholinesterase/butyrylcholinester
ase [Ixodes ricinus]

c131011_g1_i2 Putative lipoprotein amino terminal 7,00 152 398 1,76x108
region [Rhipicephalus pulchellus]

c¢140161_g3_il cysteine-rich protein 2 [Rhipicephalus 7,90 49 142 1,37x10°
microplus]

c140814_g2_i1 Putative metastriate one of each protein 13,16 2438 5808  3,41x105
family [Rhipicephalus pulchellus]

iNumero de sequéncias alinhadas em cada condicao.

A citocromo oxidase, normalmente, faz parte da cadeia de transporte de elétrons,
recebendo-os do citocromo c e passando-os para o Ultimo elemento da cadeia: o
oxigénio (Denis, 1986), mas também pode assumir funcées de desintoxicacao
metabdlica em artropodes. Particularmente a subunidadel tem sido investigada em
Blattella germanica. Pridgeon e Liu (2003) encontraram a subunidade 1 da citocromo
oxidase diferencialmente expressa entre duas linhagens de barata: uma resistente a
piretroide e outra suscetivel. Em tecidos de abdémen foram encontrados niveis de
mRNA da subunidade 1 até trés vezes maiores na linhagem resistente em relacao a
linhagem suscetivel. Neste trabalho, esta enzima é encontrada 618,5 vezes menos
expressa na cepa suscetivel exposta a 10 ppm de ivermectina quando comparada a
mesma cepa a 0 ppm de acaricida. Este fato é interessante e contrario ao esperado
quando consideramos o trabalho acima descrito, pois esperariamos que o contato com
o acaricida desencadeasse a expressao da enzima se considerarmos que esta tem sido

envolvida na resisténcia em baratas.
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Pridgeon e Liu (2003) destacam o envolvimento de COIl na geracao de ATP e
consideram a enzima como chave na fosforilacao oxidava em neuronios, levando em
consideracao que a reducao da funcao de COl é importante na depolarizacao dos
neuronios. A funcao de COIl na resisténcia a inseticidas ainda nao tem sido bem
estudada mas estes autores sugerem relacao entre a superexpressao da COl e a
capacidade oxidava neuronal em cérebros de mamiferos que, quando inibida, leva a
morte celular. Aléem disso apresentam evidéncias da mesma enzima estar
envolvida na resisténcia de Schistosoma mansoni ao praziquantel, droga

utilizada no controle da esquistossomose.

2. Metalloprotease, putative (Metaloprotease)

As metaloproteases sao uma familia multigénica expressa nas glandulas salivares dos
carrapatos. Quando eles se alimentam, precisam evitar as defesas do hospedeiro, que
incluem barreira fisica dos tecidos (cuticula), dor, homeostase e as respostas imune e
inflamatoria. Durante esse processo, a secrecao de metaloproteases na saliva do
carrapato é induzida. Essas enzimas, por meio da fibrindlise, sdo capazes de remodelar
a estrutura dos tecidos do hospedeiro e digerir componentes estruturais, que podem

provocar hemorragias (Decrem et al., 2008).

O contig correspondente a esse gene foi 6,5 vezes menos expresso na cepa
Mozo a 10 ppm de ivermectina quando comparada a cepa exposta a O ppm de
ivermectina. O significado dessa resposta em relacao a possiveis mecanismos de
resisténcia nao € claro, mas a ivermectina parece conduzir a uma diminuicao da
expressao da enzima. O efeito toxico da molécula poderia interferir nos processos
fisiologicos importantes do carrapato, como a secrecao das substancias bioativas da

saliva.

3. Putative na+t/dicarboxylate na+/tricarboxylate and phosphate transporter
(transportador de na+/dicarboxilato na+/tricarboxilato e fosfato)

A proteina codificada por esse gene é classificada como uma permease e é descrita no
VectorBase como integrante do genoma de I. scapularis (ISCW015195). Essa enzima
transloca sodio, arseniato, sulfato, antimonio e anions organicos através de
membranas biolégicas. Ela possui de 8 a 13 hélices transmembrana que podem

funcionar independentemente como transportadores quimiosmoticos ou unidades
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formadoras de canais de bombas anionicas dependentes de ATP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/8043648).

Essa permease se encontra 3,7 vezes menos expressa na cepa suscetivel
exposta a 10 ppm de Ivermectina do que na condicao controle. Considerando que a
Ivermectina € uma molécula organica, a enzima transportadora poderia ser
responsavel pelo seu transporte através das membranas celulares. Dessa forma, a
diminuicao de sua expressao poderia ser uma resposta para diminuir a permeabilidade

das membranas ao carrapaticida.

4. Putative tick transposon (Transposon)

0 genoma de R. microplus é complexo e comporta varias regioes altamente repetitivas.
Tem sido demonstrada a presenca de elementos repetitivos como Ruka SINE,
previamente identificado em Rhipicephalus appendiculatus, e outras repeticoes como
LINEs L2 e R1, LTR Gypsy e transposons de DNA. Cerca de 30% do genoma de I
scapularis contém elementos transponiveis de classe | e Il em numerosas copias.
Nessa espécie também foi identificado o elemento LTR Gypsy. Considerando o alto
nimero de regioes repetitivas é esperado que numerosos transcritos apresentem essas
repeticoes. Mas isso nao explica por que a cepa suscetivel a 10 ppm de ivermectina
apresenta transcritos derivados de transposons 3,7 vezes menos expressos do que a
mesma cepa a O ppm de ivermectina. Em D. melanogaster resistente ao DDT a
insercao do elemento transponivel Accord no gene Cyp6g1l tem sido relacionada ao
aumento da transcricao deste gene responsavel pela resisténcia ao inseticida (Daborn
et al., 2002), mas estudos relacionados a superexpressao do proprio elemento nao
foram encontrados. Além disso, este trabalho mostra que a exposicao ao acaricida da
cepa Mozo leva a sub-expressao do transposon e nao ha uma relacao entre um

aumento da concentracao de ivermectina e um aumento da expressao do transposon.

5. Acetylcholinesterase/Butirylcholinesterase (Acetilcolinesterase - AChE /
Butirilcolinesterase BChE)

A AChE é uma enzima que degrada o neurotransmissor acetilcolina nas juncoes
nervosas. Quando isso acontece, o influxo de sédio para os neurénios € interrompido, o
que permite a sua funcao normal. Organofosforados e carbamatos inibem a funcao

normal desta enzima. Com isso, a acetilcolina permanece ligada ao canal, e o sodio
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entra na célula de forma permanente conduzindo a paralisia muscular (ffrench-
Constant et al., 2004). Mutacoes no sitio alvo dessa enzima tém sido associadas a
resisténcia a pesticidas. Além disso, o aumento de expressao da AChE mutada em T.
urticae, devido a um incremento no nimero de copias génicas, foi associado a

resisténcia ao OF monocrotofos.

Neste trabalho encontramos AChE/BChE 6,5 vezes mais expressas em larvas de
R. microplus suscetiveis expostas a 10 ppm de ivermectina quando comparadas com o
controle. Considerando os relatos de envolvimento dessas enzimas na resisténcia a
substancias toxicas, a superexpressao representa uma resposta da cepa Mozo
(suscetivel) a exposicao a ivermectina desencadeando o aumento da expressao destas
enzimas. Na condicao controle também observamos a expressao de AChE/BChEA,
portanto uma expressao constitutiva € revelada neste trabalho. Essas observacoes
indicam que mesmo sendo suscetiveis a ivermectina, os carrapatos sao capazes de
responder a presenca do pesticida por meio do aumento da expressao de enzimas

desintoxicadoras.

6. Putative lipoprotein amino terminal region (Regiao amino terminal de lipoproteina)
De acordo com o banco de dados do UniProtKB, a proteina codificada por esse gene é
em transportador de lipideos. Ela permite a movimentacao de lipideos dentro das
células, para dentro ou fora delas, ou entre células. Os registros no banco de dados
correspondem a dois niimeros de acesso, L7LWI3 e L7M721, ambos com atividade de
transporte de lipideos. Existem poucos estudos em carrapatos, mas duas lipoproteinas
hemolinfaticas foram detectadas em Dermacentor variabilis e Ornithodoros parkeri
(Gudderra et al., 2001, Gudderra et al., 2002).

Neste trabalho a lipoproteina anotada apresenta uma expressao 7 vezes maior
na cepa suscetivel a 10 ppm de ivermectina do que na condicao controle.
Considerando que a ivermectina € uma molécula lipossolivel, a sua presenca poderia
estar ativando os sistemas de transporte da hemolinfa para conduzir a ivermectina a
orgaos especificos onde o efeito téxico possa ser neutralizado. A presenca de uma

molécula exégena na circulacao poderia disparar os mecanismos de transporte.
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b) Juarez O ppm Ivermectina - Juarez 10 ppm Ivermectina

Na comparacao dentro da cepa Juarez, entre 0 e 10 ppm de Ivermectina, um Unico
contig foi anotado. Trata-se de uma proteina sem funcao definida identificada como
putative secreted protein precursor (Tabela 3.6). Devido a pouca informacao disponivel
para esse gene, nao foi possivel atribuir uma funcao a este contig. Consequentemente,
também nao é possivel conjeturar um significado para a super-expressao de 8,06 vezes
na cepa Juarez a 10 ppm de Ivermectina em relacao a condicao controle, e como esta

diferenca pode ser relacionada a resposta a Ivermectina.

¢) Juarez O ppm Ivermectina - 100 ppm Ivermectina

Nessa comparacao 3442 contigs foram diferencialmente expressos, demonstrando
uma maior diferenca na cepa Juarez entra O e 10 ppm de Ivermectina do que na
mesma cepa a 0 e 10 ppm de Ivermectina. Dos contigs diferencialmente expressos,
487 foram anotados. Nessa comparacao, a maior diferenca também foi observada na
expressao do gene citocromo oxidase subunidade 1, mas, ao contrario da comparacao
na cepa Mozo, ha um aumento na expressao do gene com a exposicao a ivermectina.
Dentre os 10 contigs com maior diferenca na expressao, observamos uma razao entre
niveis de expressao que vai de 6 a 7, para genes com diminuicao na expressao com o
tratamento; e de 14 a 31 para os genes com aumento no nivel de expressao (Tabela
3.6). E possivel discutir as funcoes de alguns genes, bem como seu envolvimento na

resisténcia.

1. Dicer-1, putative (Dicer)

As proteinas Dicer sao endoribonucleases ou helicases que clivam RNA de dupla fita e
pre-microRNA em RNAs de cadeia curta. Os fragmentos gerados sao porcoes de 20 a
25 pares de bases (small interferring RNA) capazes de silenciar a expressao de outros
mRNAs. Portanto, as helicases Dicer sao importantes na regulacao da expressao
génica (Lee et al., 2004) Aqui, sao encontradas 6,3 vezes menos expressas ha cepa
Juarez exposta a 100 ppm de ivermectina como resposta ao aumento da ivermectina,
sem que seja possivel estabelecer uma relacao funcional direta entra a funcao das

helicases Dicer e o incremento da concentracao da ivermectina.
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Tabela 3.6. Contigs anotados com maior diferenca de expressao nas comparacoes par-a-par da
cepa Juarez tratada com diferentes concentracoes de Ivermectina (0, 10 e 100 ppm de
Ivermectina). Sao apresentados os niveis de expressao (considerando o fold change (FC) e o
nimero absoluto de reads alinhados aos contigs) dos genes anotados com maior diferenca de
expressao e os contigs correspondentes.

Fold N°de N°de N°de
Contig Anotacao Change readsl reads! reads! p-valor
€ Juad Jual0 Jual00

Juarez O ppm Ivermectina - Juarez 10 ppm Ivermectina

¢135980_g1_i2 putative secreted protein 8,06 53 328 - 4,95x10-10
precursor, partial
[Amblyomma triste]

Juarez O ppm Ivermectina - Juarez 100 ppm Ivermectina

c144010_g1_i1 Hypothetical protein, partial -7,00 180 - 21 1,17x107
[Rhipicephalus pulchellus]

c142912_g1 i2 putative gtpase rab1/yptl -6,60 266 - 33 4,47x108
small g protein superfamily
[Amblyomma parvum]

c141542_g3_il1l dicer-1, putative [Ixodes -6,32 171 - 22 4,02x107
scapularis]

c138246_g1_i1 Putative glycine rich protein -6,03 747 - 101 1,43x108
[Rhipicephalus pulchellus]

¢143663_g1_i1 putative rna polymerase i -6,03 451 - 61 3,37x108
second largest subunit,
partial [Ixodes ricinus]

¢145136_g1_i1 Putative lipoprotein amino 14,52 478 - 5668 8,04x10-17
terminal region
[Rhipicephalus pulchellus]

c132585_g1 i1 Hypothetical protein 15,89 66 - 858 2,61x1016
[Rhipicephalus pulchellus]

¢140153_g1_i1l Putative bitil peptide 18,26 20 - 300 3,81x1015
[Rhipicephalus pulchellus]

¢128865_g3_i7 Putative similar to 28,57 52 - 1216 1,23x1021
chymotrypsin-elastase
inhibitor ixodidin
[Rhipicephalus pulchellus]

¢123311_g1_i1 cytochrome oxidase subunit 31,00 42 - 1066 5,09x10-22
1 (mitochondrion) [Ixodes
vespertilionis]

Juarez 10 ppm Ivermectina - Juarez 100 ppm lvermectina

c142912_g1 j2 putative gtpase rab1/yptl 5,77 - 188 33 4,04x107
small g protein superfamily
[Amblyomma parvum]

¢c141157_g4_i1 hypothetical protein -5,49 - 147 28 1,55x10°%
[Amblyomma maculatum]

¢139115_g1 i1 putative sterol -5,47 - 183 35 8,38x107
reductase/lamin b receptor
[Amblyomma triste]

c129469_g2_i1l Putative integral to -5,38 - 20 6,18x10°%
membrane [Rhipicephalus 103
pulchellus]

c137058_g3_i4 Putative sulfotransferase -5,24 - 330 66 3,08x107
[Rhipicephalus pulchellus]

c131894_g1 i6 hypothetical protein 21,04 - 18 400 5,31x10-16
[Amblyomma maculatum]
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Tabela 3.6 (continuagdo). Contigs anotados com maior diferenca de expressao nas comparacgoes
par-a-par da cepa Juarez tratada com diferentes concentracoes de ivermectina.

N° de N°de N°de

Contig Anotacao I(::(r)\:ln e readsl reads! reads! p-valor
€ Juad Jual0 Jual00

¢131377_g1_ i1l putative unknown product, 22,04 - 27 627 1,11x1017
partial [Ixodes ricinus]

¢130490_g3_i1 Putative similar to 24,25 - 25 639 2,31x1018
chymotrypsin-elastase
inhibitor ixodidin
[Rhipicephalus pulchellus]

c123311 g1 _ i1 cytochrome oxidase subunit 4213 - 24 1066 1,25 x 10-
1 (mitochondrion) [Ixodes 23
vespertilionis]

¢128865_g3_i7 Putative similar to 46,14 - 25 1216 1,12 x 10
chymotrypsin-elastase 24

inhibitor ixodidin
[Rhipicephalus pulchellus]

iNUmero de sequéncias alinhadas em cada condicao, Jua: Juarez.

2. Putative glycine rich protein (Proteinas ricas em glicina)

Essa familia de proteinas, presentes tanto em procariotos como eucariotos, contem
mais de 60% de glicina. Em insetos, fazem parte das proteinas cuticulares (Mousavi &
Hotta, 2005). A expressao 6 vezes menor na cepa Juarez exposta a 100 ppm de
Ivermectina em relacao ao controle observada neste trabalho, contrasta com as
observacoes realizadas em Leptinotarsa decemlineata por Zhang et al. (2008), que
detectaram a superexpressao dessas proteinas induzidas pela presenca do pesticida
azifosmetil (OF). Niveis de expressao maiores também foram observados em linhagens
resistentes a azifosmetil de L. decemlineata em relacao a linhagens suscetiveis.
Seguindo estas observacoes, seria esperado que a exposicao a concentracoes maiores
de ivermectina conduzisse a superexpressao dessas proteinas. Porém este fato nao se
verifica neste trabalho. Mesmo assim, podemos afirmar que a expressao diminuida na
cepa Juarez a 100 ppm de Ivermectina em relacao a condicao controle representa uma
resposta ao aumento da concentracao de acaricida sendo preciso explorar outras

possibilidades para as funcoes dessas proteinas.

3. Putative lipoprotein amino terminal region (Regiao amino terminal de lipoproteina)

Como mencionado anteriormente, os lipideos precisam de lipoproteinas para circular
na hemolinfa devido a sua hidrofobicidade (Cunningham et al., 2007). Na comparacao
dentro da cepa Juarez, o contig mapeado a esse gene apresentou uma expressao 14,2

vezes maior quando as larvas foram expostas a 100 ppm e lvermectina que na
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condicao controle. Como no caso da cepa suscetivel Mozo, a presenca da ivermectina
desencadeia a expressao das lipoproteinas, possivelmente ativando o transporte da
Ivermectina na hemolinfa, uma molécula liposoliivel que poderia precisar de

lipoproteinas para seu transporte.

4. Putative similar to Chymotrypsin-elastase inhibitor ixodidin (Similar a inibidor de
quimotripsina e elastase Ixodidina)
A ixodidina é um peptideo antimicrobiano, rico em cisteina, que apresenta atividade
inibitoria proteolitica contra duas serina-proteases exogenas: quimotripsina e elastase.
Tem um papel importante na resposta imune dos artropodes. Presente na hemocele, é
essencial para a prevencao das invasoes de patogenos. Fogaca et al (2006) a
caracterizaram nos hemocitos de R. microplus. Além da atividade proteolitica, foi
descrita uma atividade inibitoria contra Escherichia coli e Micrococcus luteus.

0 gene codificante para este peptideo encontra-se 28,6 vezes mais expresso ha
cepa Juarez exposta a 100 ppm de Ivermectina do que na condicao controle. A
expressao aumentada na cepa Juarez (resistente) a 100 ppm de Ivermectina constitui
uma resposta ao acaricida, mas nao foram encontrados trabalhos que fornecam uma
explicacao para esse fato. Talvez a presenca de uma substéancia toxica seja suficiente
para desencadear a expressao do gene da ixodidina, numa tentativa de inibir os efeitos

nocivos da droga.

5. Cytochrome oxidase subunit 1 (mitochondrion) [Subunidad 1 da citocromo oxidase

(mitocondria)]

A estrutura e funcao regulares da COl foram descritos na secao anterior. Quando
comparada a condicao controle, a cepa Juarez a 100 ppm de Ivermectina apresenta a
COIl 31 vezes mais expressa. Como dito anteriormente, a COl tem sido envolvida em
processos de resisténcia em B. germanica (Pridgeon e Liu, 2003). A maior expressao
na cepa resistente exposta ao acaricida tem maior concordancia com os fatos descritos

por Pridgeon e Liu (2003).
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d) Juarez 10 ppm Ivermectina - 100ppm Ivermectina

Essa comparacao apresentou 2336 contigs diferencialmente expressos. Apenas 312
contigs puderam ser anotados por meio da comparacao com os bancos de dados
selecionados. O gene com a maior diferenca de expressao entre as duas amostras foi o
gene da ixodidina, que teve um aumento na expressao com a ivermectina. Nessa
comparacao, houve uma variacao de 5 a 46 vezes no nivel de expressao [olhando
apenas para os dez genes com expressao mais diferente (Tabela 3.6)]. Outros genes

sao também discutidos.

1. Putative sulfotransferase [Rhipicephalus pulchellus]

As sulfotransferases sao enzimas que realizam sulfonacao, gerando produtos como
sulfatos ou ésteres de acido sulfurico. A sulfonacao € uma reacao de conjugacao e esta
associada a inativacao de drogas e quimicos toxicos (Schwab, 2012,). Em I. scapularis
duas sulfotransferases, Sultl e Sult2, foram identificadas na saliva contribuindo para a
modulacao da resposta imune e da coagulacao sanguinea no hospedeiro (Pichu et al.,
2011). Aqui, encontramos sulfotransferases 5,2 vezes menos expressas ha condicao de
maior concentracao de ivermectina. Levando em consideracao a funcao
desintoxicadora dessas enzimas é chamativa a subexpressao quando as larvas de
carrapatos sao expostas a concentracoes de acaricida maiores. Seria esperado que,
frente a altas concentracoes de pesticidas, enzimas desintoxicadoras respondessem
com um aumento de sua expressao. Porém isto nao acontece. A resposta da cepa
Juarez a concentracoes maiores de ivermectina envolve sub-expressao dos genes das

sulfotransferases.

2. Putative similar to chymotrypsin-elastase inhibitor ixodidin (Similar a inibidor de
quimotripsina e elastase Ixodidina)

Nesta comparacao da cepa Juarez a 10 e 100ppm ivermectina, dois contigs
correspondem ao inibidor de quimotripsina e elastase Ixodidina, ambos apresentando
superexpressao na cepa exposta a maior concentracao do pesticida. A ixodidina ja foi
descrita como um peptideo antimicrobiano com atividade inibitoria proteolitica contra
quimotripsina e elastase exégenas, com um papel importante na resposta imune dos
artropodes. Um dos contigs correspondentes ao gene codificante desse peptideo,
encontra-se 24,25 vezes mais expresso na cepa resistente Juarez a 100 ppm em

relacao a cepa exposta a 10 ppm de Ivermectina. Na mesma comparacao, outro contig
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se encontra 46,1 vezes mais expresso a 100 ppm de Ivermectina. A expressao
aumentada na cepa Juarez (resistente) a 100 ppm de Ivermectina constitui uma
resposta ao acaricida. Considerando o envolvimento do peptideo na resposta imune,
podemos inferir que a presenca de uma substancia téxica a altas doses desencadeie a
resposta imune. Quando comparada a cepa Juarez na condicao controle a cepa Juarez
a 100 ppm de ivermectina também observamos superexpressao de Ixodidina na maior
concentracao de acaricida. Quando comparamos a cepa Juarez a 10 ppm de
Ivermectina a mesma cepa a 100 ppm de Ivermectina, a maior expressao é observada
também na maior concentracao. Isto € um fato muito interessante pois demostra que
a expressao da Ixodidina aumenta conforme aumenta a concentracao de ivermectina,

constituindo uma resposta dose dependente.

3. Cytochrome oxidase subunit 1 (mitochondrion) (Subunidad 1 da citocromo oxidase
(mitocondria))

Nesta comparacao, realizada dentro da mesma linhagem resistente, observamos uma
expressao 42,1 vezes maior na cepa Juarez exposta a 100 ppm quando comparada a
mesma cepa a 10 pmm de lvermectina. Quando consideramos a comparacao entre a
cepa Juarez a 0 e 100 ppm de Ivermectina também observamos um aumento de 27,6
vezes na expressao, na maior concentracao. Portanto podemos observar como a
expressao da COl aumenta conforme aumenta a concentracao de Ivermectina,
constituindo uma resposta ao acaricida. E possivel que a expressdao aumentada da COI

esteja relacionada ao fenotipo resistente da cepa Juarez.

3.14.2. Genes diferencialmente expressos entre cepas diferentes a concentracoes de
Ivermectina iguais:

a) Mozo O ppm de Ivermectina - Juarez O ppm Ivermectina

Essa comparacao representa a expressao basal dos transcritos de ambas as cepas
estudadas. O fato de elas nao estarem expostas a ivermectina permite estudar as
diferencas constitutivas entre as cepas Mozo e Juarez. Foram encontrados 2615
contigs diferencialmente expressos, e dentre eles, 296 contigs foram anotados. Entre
os dez contigs com maiores diferencas na expressao, as razoes variaram entre 8 e 352
vezes (Tabela 3.7). Foi observada, mais uma vez, uma grande diferenca de expressao
do gene mitocondrial, citocromo oxidase, subunidade 1. Essa diferenca deve-se ao alto

nivel observado na cepa Mozo. Diferentemente das outras comparacoes, esta, sem a
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exposicao ao acaricida, nao resultou em muitos genes diferencialmente expressos com
relacao direta com a resisténcia ao acaricida. Muitas das diferencas na expressao

devem resultar em outros fenétipos diferentes entre essas linhagens.

1. Cytochrome oxidase subunit 1 (mitochondrion) [Subunidade 1 da citocromo oxidase-
COI (mitocondria)]

A estrutura e funcao da COlI foram apresentadas anteriormente. Também
apresentamos evidéncias que associam a sobre-expressao destas enzima a fenoétipos
resistentes de B. germanica (Pridgeon e Liu, 2003) mas que contrariam os resultados
aqui obtidos, nos quais o fenétipo resistente a ivermectina apresenta uma expressao

353,5 vezes menor que a linhagem suscetivel.

2. Actin (actina)

A actina € uma proteina ubiqua que compoe estruturas celulares de todos os
eucariotos. A actina pode ser classificada em citoesquelética e muscular. A actina
citoesquelética tem uma expressao constitutiva em todas as células. Ja a actina
muscular se expressa em tecidos especificos com padroes de expressao especificos.
Nos resultados aqui apresentados, a actina se encontra 34,3 vezes menos expressa ha
cepa Juarez em relacao a cepa Mozo. Silva et al (2012) realizaram um estudo
comparativo com trés genétipos de M. persicae, um genétipo suscetivel, um resistente
a inseticidas anti-colinesterase e um terceiro multiresistente. Todos os genétipos foram
submetidos a um inseticida anti-colinesterase e a resposta ao inseticida foi avaliada
por meio de microarrays. O genétipo suscetivel apresentou 183 genes superexpressos.
Concordando com nossos resultados, entre os genes anotados encontravam-se genes
envolvidos em processos que envolvem actina. 0 mesmo nao acontecia nos genétipos
resistentes. Mesmo que as linhagens suscetiveis a pesticidas apresentem
superexpressao dos genes de actina, ndao é possivel explicar como eles contribuem
para fenétipo suscetivel. Por enquanto, somente podemos afirmar que a expressao
diferencial dos genes de actina entre a cepa Mozo e a cepa Juarez constitui uma

diferenca constitutiva entre elas.
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Tabela 3.7. Contigs anotados com maior diferenca de expressao nas comparacoes entre as duas
cepas (Mozo e Juarez) tratadas com as mesmas concentracoes de ivermectina (0O ou 10 ppm). Sao
apresentados os niveis de expressao (considerando o fold change (FC) e o niimero absoluto de
reads alinhados aos contigs) dos genes anotados com maior diferenca de expressao e os contigs

correspondentes.
Contig Anotacao Fold N°de N°de p-valor
Change reads! reads?
Mozo Juarez

0 ppm Ivermectina

c123311_g1_i1 cytochrome oxidase subunit 1 -353,56 14274 42 1,36x1047
(mitochondrion) [Ixodes
vesperttilionis]

¢139338_g5_i1l actin [Ixodes ricinus] -34,31 826 25

c138401_g1_i2 Putative cystathionine beta- -25,27 681 28 7,96x1022
lyases/cystathionine gamma-
synthase [Rhipicephalus pulchellus]

c143663_g1_i2 putative rna polymerase i second -20,53 514 26 5,3x1017
largest subunit, partial [Ixodes
ricinus]

c135588_g1_i1l 40S ribosomal protein $2/30S -15,86 3787 249 1,94x1017
ribosomal protein S5 [Hyalomma
marginatum rufipes]

¢124526_g2_i1 putative creatine kinase 8,00 38 318 1,18x10*°
[Amblyomma triste]

c142138_g1_i2 Putative gram domain-containing 8,03 29 244 3,3x10°
protein 4 [Rhipicephalus pulchellus]

c146710_g3_i1 serine protease inhibitor 5 RmS5 8,08 383 3232 1,65x101
[Rhipicephalus microplus]

c142213_g2_i2 Putative sulfotransferase 12,71 40 532 1,38x1013
[Rhipicephalus pulchellus]

c145136_g1_i1 Putative lipoprotein amino terminal 13,43 34 478 9,92x1014
region [Rhipicephalus pulchellus]

10 ppm Ivermectina

¢143663_g1_i2 putative rna polymerase i second -14,84 461 28 3,44x1014
largest subunit, partial [Ixodes
ricinus]

c138401_g1_i2 Putative cystathionine beta- -14,82 493 30 2,30x1014
lyases/cystathionine gamma-
synthase [Rhipicephalus pulchellus]

c139366_g3_i1 Putative tick transposon -14,02 327 21 3,77x1013
[Rhipicephalus pulchellus]

¢c135588_g1_i1 40S ribosomal protein S2/30S -10,16 3416 304 1,98x1013
ribosomal protein S5 [Hyalomma
marginatum rufipes]

c134337_g3_i4 Putative serine/threonine protein -7,24 337 42 3,73x10°
phosphatase [Rhipicephalus
pulchellus]

c142213_g2_i2 Putative sulfotransferase -15,33 29 404 1,45x1014
[Rhipicephalus pulchellus]

¢144204_g3_i1 flavin-containing monooxygenase, 20,41 31 575 2,56x1017
putative [Ixodes scapularis]

c135739_g1_i1 putative triacylglycerol lipase [Ixodes 21,06 26 498 3,13x1017
ricinus]

¢146710_g3_i1l serine protease inhibitor 5 RmS5 21,65 192 3765 2,39x1020
[Rhipicephalus microplus]

c142333_g4_i3 Putative pentalaris [Rhipicephalus 40,56 26 959 1,4x1023
pulchellus]

iNumero de sequéncias alinhadas em cada condicao.
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3. Putative creatine kinase (Creatina-quinase)

Uma das enzimas com um papel chave na economia energética é a creatinina kinase
(CK), cujos niveis flutuam intermitentemente dependendo do balanco energético e
metabolico. CK cataliza a reacao de conversao da creatina e consome trifosfato de
adenosina (ATP) para criar fosfocreatina e difosfato de adenosina (ADP) (Walliman,
1994). Os resultados deste trabalho mostram uma super-expressao de CK na cepa
Juarez sem exposicao a ivermectina do que na cepa Mozo nha mesma condicao (7 vezes

mais expressa).

Tsagkarakou et al (1996) encontraram atividade aumentada da enzima em
cepas gregas resistentes a varios pesticidas de Tetranychus urticae expostas a metil-
paration e metidation, utilizando eletroforese. Considerando que uma atividade
aumentada nao significa necessariamente aumento de expressao, por enquanto nao
encontramos o significado fisiologico da sobre-expressao da CK na cepa Juarez em

relacao a resisténcia a ivermectina.

4. Serine protease inhibitor 5 RmS5 (Inibidor de serina-protease 5 RmS5)

Os inibidores de serina-proteases (serpinas) sao uma superfamilia de proteinas que
regulam enzimas proteoliticas necessarias para a manutencao da homeostase. Em
artropodes essas proteinas estdao presentes na imunidade inata, morfogénese e
desenvolvimento. Em mamiferos as serpinas atuam na coagulacao sanguinea,
fibrinolisis, inflamacao, e ativacdao do complemento. Nesse sentido, os carrapatos
usariam as serpinas para evadir as defesas do hospedeiro facilitando o parasitismo,
sendo que elas teriam um efeito antitromboético na saliva de R. microplus, e possuiriam
efeitos imunomodulatoérios, anticoagulantes e anti-inflamatoérios. (Tirloni et al., 2014a,
Tirloni et al., 2014b). Em R. microplus as serpinas tém sido denominadas RmS. Neste
trabalho encontramos RmS5 superexpresas na cepa Juarez quando comparada a cepa
Mozo (8 vezes mais expressas). Seria interessante investigar diferencas na eficiéncia
de infestacao nas duas cepas para entender o envolvimento de RmS5 no habito

hematéfago.

5. Putative sulfotransferase (Sulfotransferase)
A funcao e caracteristicas das sulfotransferases foram descritas anteriormente, na

comparacao entre a cepa Juarez exposta a 10 e 100 ppm de ivermectina. As
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sulfotransferases foram 12,7 vezes mais expressas ha cepa Juarez sem exposicao a

ivermectina quando comparada a cepa Mozo na mesma condicao.

Nkya et al (2014) realizaram estudos de expressao por meio de qPCR, em An.
gambiae. Apés um processo de selecao de 20 geracoes, selecionaram uma linhagem
de An. gambiae resistente aos pesticidas mais comuns utilizados na agricultura na
Tanzania (organoclorados, organofosforados, piretroides, glifosato e atrazina). Quando
a linhagem obtida foi comparada a uma linhagem suscetivel, a linhagem resistente
apresentou uma superexpressao significativa de genes de sulfotransferase,
evidenciando um papel importante dessas enzimas nos processos de resisténcia a
pesticidas. Os resultados desse trabalho sao concordantes com os resultados aqui

obtidos, por meio de RNA-Seq,.

6. Putative lipoprotein amino terminal region (Regiao amino terminal de lipoproteina)

Como descrito anteriormente, as lipoproteinas sao moléculas que atuam no transporte
de lipideos hidrofobicos no meio aquoso da hemolinfa. Na cepa Juarez condicao
controle, essas os contigs referentes a essas proteinas se encontram 13,4 vezes mais
expressas do que na cepa Mozo na mesma condicao. Portanto a maior expressao na
cepa Juarez em relacao a Mozo parece ser uma diferenca constitutiva entre as cepas, e

pode caracterizar o fenétipo resistente.

b) Mozo 10 ppm Ivermectina - Juarez 10 ppm Ivermectina

Nessa comparacao avaliamos as diferencas de expressao entre as cepas estudadas
Mozo e Juarez, ambas expostas a 10 ppm de ivermectina. Como ambas cepas estao
expostas a concentracoes de ivermectina iguais, as diferencas resultantes permitem
avaliar as respostas a ivermectina que resultam das diferencas genéticas entre as
cepas. Foram encontrados 2615 contigs diferencialmente expressos. Dentre eles, 296
foram anotados. A expressao apresentou diferencas que variaram de 7 a 40 vezes

dentre os dez contigs anotados com maior diferenca na expressao (Tabela 3.7).

1. Putative tick transposon (Transposon)
Como descrito na comparacao entre a cepa Mozo sem tratamento e tratada com 10
ppm de ivermectina, o genoma de R. microplus tem varias regidoes altamente

repetitivas, incluindo elementos transponiveis como o LTR Gypsy e transposons de
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DNA. Quando comparada a cepa Mozo a 10 ppm de lvermectina, a cepa Juarez na
mesma condicao apresenta genes derivados de transposons 14 vezes menos

expresssos. A sub-expressao caracteriza a cepa Juarez.

2. Putative sulfotransferase (Sulfotransferase)

Como discutido anteriormente, a superexpressao de sulfotransferases poderia
contribuir para o fenétipo resistente e a diferenca de expressao entre as cepas
confirma que, de fato, constitui uma diferenca entre cepas. Além disso, a expressao
das sulfotransferases aumenta quando a cepa Juarez é exposta a 10 ppm de
ivermectina. Na comparacao da cepa suscetivel com a cepa resistente na condicao
controle observamos que a expressao diferencial reflete uma diferenca constitutiva
entre elas. Quando comparamos as cepas expostas a 10 ppm de ivermectina essa
diferenca permanece, pois esse gene apresenta uma expressao 15,3 vezes maior na
cepa Juarez. Esse gene pode estar relacionado a resisténcia a ivermectina, como uma

enzima que contribui a neutralizar o efeito do pesticida.

3. Flavin-containing monooxygenases- FMOs (Monooxigenases contendo flavina)

A funcao desintoxicadora destas proteina foi abordada anteriormente. Os genes
codificadores de FMOs encontram-se 20,4 mais expressos ha cepa resistente Juarez. A
expressao de MFOs é desencadeadada pela exposicao a ivermectina, pois quando as
cepas sao comparadas na condicao controle estes genes nao se encontram

diferencialmente expressos.

4. Putative triacylglycerol lipase (Triacilglicerol lipase)

A triacilglicerol lipase tem um papel muito importante no metabolismo dos acidos
graxos (Watt & Steinberg, 2008). O contig mapeado ao gene codificante desta enzima
esta 21 vezes mais expresso na cepa Juarez do que na cepa Mozo. Essa diferenca entre
cepas nao aparece na comparacao entre as cepas em condicoes basais mas quando
expostas a ivermectina parecem se apresentar em resposta ao acaricida. Porém nao é
possivel explicar esta diferenca de expressao em funcao da condicao resistente da

cepa Juarez.
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5. Serine protease inhibitor 5 RmS5 (Inibidor de serin-protease 5 RmS5)

Quando consideramos as cepas Mozo e Juarez expostas a 10 ppm de ivermectina,
encontramos as RmS5 21,6 vezes mais expressa na cepa Juarez. A superexpressao da
RmS5 na cepa Juarez em condicoes basais representa uma diferenca genética entre as

cepas e isso é confirmado nha comparacao das cepas a 10 ppm de ivermectina.

6. Putative pentalaris (Pentalaris)

Pentalaris € uma proteina que pertence a familia das proteinas com dominio Kunitz.
Proteinas dessa familia sao abundantes em transcriptomas de saliva de varios
artropodes hematofagos, incluindo carrapatos. Sao inibidores de proteases envolvidos
na coagulacao sanguinea e na vasodilatacao, facilitando a hematofagia (Anatriello et
al., 2010; Rocha-Garcia et al., 2014).

O contig que mapeou ao gene codificante de pentalaris apresentou uma
expressao 40,5 vezes maior ha cepa resistente em relacao a cepa suscetivel. Sendo
que ambas as cepas precisam do repasto sanguineo e de toda a maquinaria
necessaria para a hematofagia, a superexpressao de genes relativos a esse habito
alimentar apenas em uma cepa € de dificil interpretacao. Mesmo sem relacao com a
resisténcia a ivermectina € uma diferenca interessante a ser estudada para entender

as diferencas entre cepas.

3.15. Analise de enriquecimento de termos de Ontologia Génica

Para cada uma das comparacoes foram realizadas analises de enriquecimento de
termos de Ontologia Génica (GO). O consorcio GO fornece uma estrutura unificadora de
vocabulario controlado para definir termos que representam propriedades de produtos

génicos. Os termos sao classificados em trés grandes dominios:

e processos biolégicos, que comportam um conjunto de processos gerais

procedentes de funcoes moleculares organizadas;

e funcoes moleculares, que representam atividades organizadas em um nivel
molecular. Estas atividades geralmente sao executadas por produtos génicos
especificos, mas podem acontecer pela atividade conjunta de varios produtos

génicos e;

Capitulo 3 74



e componentes celulares, que referem-se a partes da célula, sejam elas
componentes moleculares ou estruturas anatomicas, incluindo estruturas do

ambiente extracelular.

Para cada uma das comparacoes, entre cepas e dentro de cada uma delas, os genes
diferencialmente expressos foram categorizados nos termos correspondentes as trés
categorias. As tabelas completas com as informacoes dos termos enriquecidos podem
ser obtidas no Anexo 2. Trés das seis comparacoes apresentaram enriquecimento nas
trés categorias: Juarez 0-100 ppm de ivermectina, Juarez 10-100 ppm de ivermectina e

Mozo- Juarez O ppm de ivermectina (tabelas A1 a A9 do Anexo 2)

A partir das analises de GO observamos que nas comparacoes dentro da cepa
Juarez, entre 0 e 100, e 10 e 100 ppm de ivermectina processos como transporte
transmembrana, transporte de substancias organicas e processos catabolicos de
substancias organicas se encontram enriquecidos. Nessas mesmas comparacoes
componentes celulares integrais de membrana também se encontram enriquecidos.
Por outro lado funcoes moleculares como atividade de simportador, atividade
secundaria de transporte transmembrana e uniao a ATP enfatizam o fato de
substancias estarem sendo importadas e exportadas através das membranas, o que

possivelmente acontece como parte do metabolismo da ivermectina.

Quando comparadas na condi¢cao controle, as cepas Mozo e Juarez apresentam
enriquecimento de processos metabolicos de compostos de nitrogénio e carbono.

Funcoes como atividade oxidoreductase também se apresentaram enriquecidas.

3.16. Contigs comuns a mais de uma comparacao

Como a lista de contigs diferencialmente expressos € muito extensa na maioria das
comparacoes, verificamos se havia contigs comuns as diferentes comparacoes. A
questao especifica € se os transcritos com expressao alterada apds exposicao a
ivermectina seriam 0os mesmos has concentracoes e cepas diferentes. Ao comparar as

listas nao obtivemos nenhum contig comum em todas as comparacoes juntas.

Quando consideramos as comparacoes com exposicao a Ivermectina
encontramos quatro contigs comuns a todas as comparacoes (Figura 3.2A). Dois

contigs correspondem a proteina TPA_inf: hypothetical secreted protein 790
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[Amblyomma variegatum]. Os dois restantes representam duas proteinas nao
caracterizadas Uncharacterized protein APZ42_030415 [Daphnia magna] e secreted

protein, putative [Ixodes scapularis].

Jua10Jua100

1488

521

1332

A B

Figura 3.2. Diagrama de Venn mostrando o nimero de contigs comuns as
comparacoes das condicoes com exposicao a lvermectina. A: nas duas cepas; B:
somente na cepa Juarez.

Ao considerar as comparacoes dentro da cepa Juarez sao observados sete contigs
diferencialmente expressos comuns entre as comparacoes, tanto super como sub-
expressos (Figura 3.2B). Dois destes contigs representam isoformas ou alelos
diferentes do gene correspondente a TPA_inf: hypothetical secreted protein 790
[Amblyomma variegatum]. Os transcritos restantes correspondem aos genes secreted
salivary gland peptide, putative [Ixodes scapularis], hemelipoglycoprotein precursor
[Dermatocentor variabilis], secreted protein, putative [Ixodes scapularis], hypothetical
protein BVRB_037930, partial [Beta vulgaris subsp. vulgaris]. Um ultimo transcrito nao

apresentou similaridade a nenhuma outra sequéncia depositada no GenBank.

Ao comparamos as cepas Mozo e Juarez a concentracoes de ivermectina iguais,
se encontram 1382 contigs diferencialmente expressos comuns. Esses contigs
constituem as diferencas entre as cepas que sao mantidas mesmo em condicoes
diferentes. A dltima comparacao nos da os contigs que respondem ao carrapaticida da
mesma forma nas duas cepas. Nesta comparacao obtivemos sete contigs comuns,

todos com expressao aumentada (Figura 3.3). Os sete contigs observados
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correspondem a cinco genes diferentes: Carboxypeptidase inhibitor,

TPA_inf:

hypothetical secreted protein 790 [Amblyomma variegatum], Uncharacterized protein

APZ42_030415 [Daphnia magna], secreted salivary gland peptide, putative [Ixodes

scapularis], secreted protein, putative [Ixodes scapularis].

JuaOJua10 MozoOMozo10

Figura 3.3. Niumero de contigs compartilhados entre comparacoes
da mesma cepa a 0 e 10 ppm de ivermectina que respondem ao
carrapaticida da mesma forma nas duas linhagens.
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Discussao

R. microplus € uma espécie de carrapato resistente a todos os acaricidas
comercialmente disponiveis (de Oliveira Souza Higa et al., 2015). Fernandez-Salas et al.
(2012) documentaram a presenca de resisténcia aos quatro grupos quimicos de
acaricidas: OP, SP, amitraz e LM em populacoes mexicanas de R. microlplus. No Brasil,
Reck et al. (2014) testaram a cepa Jaguar para resisténcia a cipermetrina, clorpirfos,
fipronil, amitraz, ivermectina e Fluazuron, mostrando resisténcia para todos os

acaricidas avaliados.

Os principais mecanismos subjacentes a resisténcia ja descritos incluem
mecanismos de desintoxicacao e mutacoes de sitio alvo (Guerrero et al., 2012;
Rodruigez-Vivas et al., 2012). Expressao aumentada de genes de enzimas de
desintoxicacao também foi envolvida na resisténcia a acaricidas (de Oliveira Souza
Higa et al., 2015). Guerrero et al (2012) discutiram diferentes mecanismos de
resisténcia presentes em R. microplus, entre eles mutacoes de sitio alvo, mecanismos
metabolicos e penetracao reduzida dos acaricidas. No caso das mutacoes de sitio alvo
podemos destacar aquelas presentes nos receptores de GABA. Em individuos de R.
microlplus resistentes a organoclorados uma mutacao no gene do receptor GABA (Rdl)
na posicao Ala301 foi identificada e uma mutacao no mesmo gene foi identificada em
individuos resistentes ao dieldrin. Resisténcia ao Fipronil foi associada a mutacoes
multiplas, como por exemplo, uma mutacao no gene Rdl na posicao Ala301 em
combinacao com uma segunda mutacao Thr35Met ou Arg357GIn (Feyereisen et al.,
2015).

Entre os mecanismos metabdélicos as familias enzimaticas do citocromo P450,
GSTs e carboxilesterases foram implicadas como mecanismos gerais de
desintoxicacao, destacando a utilidade do uso de sinergistas na investigacao destes
mecanismos (Guerrero et al., 2012, Rodriguez-Vivas et al. 2012). Guerrero et al (2012)
resumiram os mecanismos de resisténcia para os principais acaricidas quimicos
utilizados no controle do carrapato: piretréides, organofosforados, amitraz, fipronil e

lactonas macrociclicas.
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No caso dos piretroides, Guerrero et al (2012) destacam trés substituicoes de
aminoacidos no canal de sodio disparado por voltagem, que é o alvo dos piretroides,
como o principal mecanismo de resisténcia a esse grupo quimico coexistindo com
mecanismos metaboélicos. Na populacao mexicana de Coatzacoalcos os mecanismos
metabodlicos possuem maior relevancia, principalmente auqueles mediados pela
esterase CzEst9 que hidrolisa a permetrina que. Logo em seguida, foi encontrado em
populacoes brasileiras do Mato Grosso do Sul. Citocromo P450 e a GST também

possuem um papel ha resisténcia a piretréides em populacoes mexicanas.

Com relacao aos OP e carbamatos, cujo alvo é a acetilcolinesterase, ha um
carater multigénico da resposta, sendo que mais de uma acetilcolinesterase poderia
estar envolvidas na resisténcia acaricida (Guerrero et al. 2012). Duas esterases, EST-1
e EST-2, classificadas como acetilcolinestareses, foram detecdadas em linhagens
suscetiveis e resistentes a piretroides e organofosforados, especificamente malation e
deltametrina (Baffi et al, 2008). O carater multigénico da resposta a OP quando
consideramos acetilcolinesterases foi reforcado por um trabalho onde foram
identificados sete contigs com sequéncia similar a acetilcolinesterases (Bellgard et al.,
2012). No mesmo sentido, em outro estudo foram expressos trés transcritos similares
a acetilcolinesterases isolados a partir de linhagens de R. microplus resistentes a OP
(Temeyer et al., 2010). Mecanismos metabodlicos também tém sido relacionados a
resisténcia OP: quando linhagens suscetiveis e resistentes sao expostas a coumaphous
superexpressam transcritos similares a citocromo P450. Mecanismos mediados por
P450 monoxigenases em cepas mexicanas de R. microplus tém sido envolvidos na
resisténcia a diazinon e coumaphous a través de ensaios com sinergistas (Li et al.
2003). Além disso, também foi demonstrado que, na cepa multirresistente San
Alfonso, a expressao do transcrito TC9004 se encontra incrementada em 5 vezes. Este
transcrito, quando traduzido a sua sequéncia protéica, demostrou alta similaridade a
GST (Saldivar et al., 2008). Estudos com sinergistas mostraram resisténcia metabdlica

ao amitraz em uma linhagem mexicana de R. microplus (Guerrero et al, 2012).

O primeiro relato de resisténcia a LM foi realizado por Martins & Furlong (2001)
no Rio Grande do Sul, Brasil. A partir de entao, varios trabalhos abordaram o estado da
resisténcia a ivermectina no México (Perez-Cogollo et al., 2010, Fernandez-Salas et al.,

2012a, Fernandez-Salas et al., 2012b), no Uruguai (Castro-Janner et al., 2011), e em
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diversas regioes do Brasil (Klafke et al., 2006 Andreotti et al., 2011, de Oliveira Souza
Higa et al., 2015) porém a maioria sem aprofundar nos mecanismos de resisténcia
implicados. Guerrero et al (2011) destacam que o alvo desta droga poderiam ser os
canais de cloro disparados por glutamato e GABA. O principal mecanismo de
resisténcia a ivermectina em R. microplus foi descrito por Pohl et al (2012) que
demonstrou, por meio do uso dos inibidores de transportadores ABC, CsA e MK571, a
atividade destas enzimas na cepa resistente Juarez. Além disso, demonstrou a
superexpressao ha cepa resistente Juarez de transcritos destes transportadores em
relacao a cepa suscetivel POA. Klafke (2010) também demonstrou envolvimento de
citocromo P450 e GSTs na resisténcia a ivermectina na cepa resistente ZOR de R.
microplus, porém nao sendo os mecanismos de resisténcia principais. Considerando a
pouca informacao que se tem sobre os mecanismos de resisténcia a ivermectina, este
trabalho visou identificar os possiveis mecanismos envolvidos. Ao avaliar diferencas de
expressao entre uma cepa resistente e uma cepa suscetivel, identificamos genes que
possivelmente conferem o fenétipo a cepa resistente. O grande nimero de genes
diferencialmente expressos e a predominancia de genes e vias envolvidas na
desintoxicacao que observamos pode ser explicada pela complexidade dos

mecanismos de resisténcia de R. microplus e seu carater multirresistente.

No Capitulo 2 descrevemos que citocromo-oxidases, GST, esterases e
transportadores ABC possuem um papel relevante na desintoxicacao da Ivermectina na
cepa resistente. Portanto é importante avaliar se estas enzimas conferem o fenétipo
resistente da cepa Juarez apenas por atividade aumentada ou se também existem
diferencas de expressao nos genes destas enzimas que expliquem este fenétipo. Assim
sendo, discutiremos as diferencas de expressao encontradas nos genes codificantes
para as enzimas avaliadas no capitulo anterior. Quando consideramos as diferencas
entre cepas observamos que varios transcritos apresentam similaridade de pelo menos
70% com genes que codificam enzimas e transportadores ABC, envolvidos na

desintoxicacao metabdlica.

Alguns dos transcritos anotados como citocromo oxidases se encontram
subexpressos. A subexpressao de genes de citocromo oxidases foi observada em uma
linhagem de Cochliomya hominivorax resistente a OP (Carvalho et al. 2010). Porém,

em R. microlplus outros transcritos desses genes se encontram superexpressos entre
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2,94 e 4,13 vezes na cepa resistente em relacao a cepa suscetivel. As citocromo P450
fazem parte de uma superfamilia génica que comporta mais 200 familias génicas com
caracteristicas estruturais conservadas. Por tanto nao é infrequente que alguns deles
se encontrem superexpressos enquanto outros se apresentam subexpressos nha
mesma condicao. A superexpressao de um unico gene Cyp foi associada ao fenétipo
resistente ao DDT da cepa Hikone em D. melanogaster indicando que a resisténcia a
pesticidas pode ser conferida por poucos genes (ffrench-Constant et al., 2004). Neste
trabalho sete transcritos similares a genes P450 se encontram super-expressos na
cepa Juarez em relacao a cepa Mozo na condicao controle, motivo pelo qual podemos
afirmar que, pelo menos parte do fenétipo resistente, € devido a super-expressao de
genes da citocromo P450 e que estas enzimas podem contribuir a desintoxicacao
metabodlica da Ivermectina na cepa resistente, como demonstrado no Capitulo 2 por

meio de bioensaios com sinergistas.

Outros transcritos super-expressos ha cepa resistente pertencem a familia das
acetil/butirilcolinesterases (AChE/BChE). Multiplas AChE foram implicadas na
resisténcia a OP (Guerrero et al. 2012), destacando o carater multigénico da resposta
a OP. Concordando com estas observacoes, neste trabalho, trés transcritos que
correspondem a AChE se encontram superexpressos entre 2,6 e 4,28 na cepa
resistente a ivermectina em relacao a cepa suscetivel, na condicao controle. Quando
comparamos ambas cepas a 10 ppm de Ivermectina dois transcritos correspondentes
a AChE se encontram superexpressos 6,18 e 6,19 vezes respectivamente na cepa

resistente.

As butirilcolinesterases (BChE) sao enzimas irmas das acetilcolinesterases
também conhecidas como colinesterases, pseudocolinesterases ou plasma-
colinesterases. Em mamiferos, tém sido descritas como enzimas desintoxicadoras.
Existem evidéncias que BChEs podem ter funcao desintoxicadora, como demonstrado
quando camundongos pré-tratados com BChE exibem protecao contra agentes toxicos
como OP. O knockout de genes de BChE em camundongos os torna mais suscetiveis a
intoxicacoes por estes agentes (Lockridge, 2015). Um transcrito anotado como
AChE/BChE se encontra super-expresso 4,28 vezes na cepa resistente em relacao a
cepa suscetivel, ambas na condicao controle. A 10 ppm de Ivermectina trés transcritos

correspondem a AChE/BChE e se encontram entre 3,56 e 4,33 vezes mais expressos
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na cepa Juarez. Outras esterases, representadas por quatro transcritos encontram-se
entre 3,03 e 4,33 vezes mais expressas na cepa Juarez em relacao a cepa Mozo a 10
ppm de ivermectina. Com isso, mais de uma esterase poderiam estar envolvidas na
resisténcia a ivermectina. Essas observacoes indicam que a diferenca de expressao
reflete a diferenca entre as cepas e que a superexpressao de esterases e AChE/BChE
pode ser responsavel parcialmente pelo fenétipo resistente da cepa Juarez. No capitulo
anterior, as esterases demonstraram estar envolvidas na desintoxicacao da

ivermectina na cepa resistente.

Quando consideramos diferencas dentro da cepa suscetivel Mozo a diferentes
concentracoes de lvermectina encontramos que as AChE/BChE se encontram 6.54
vezes mais expressas em larvas de R. microplus suscetiveis expostas a 10 ppm de
ivermectina. Considerando os relatos de envolvimento dessas enzimas na resisténcia a
substancias toxicas a superexpressao representa uma resposta da cepa Mozo a
exposicao a ivermectina desencadeando o aumento da expressao dos genes destas
enzimas. Na condicao controle também observamos a expressao de AChE/BChEA,
portanto uma expressao constitutiva é revelada neste trabalho. Esses fatos indicam
gue mesmo sendo suscetiveis a ivermectina, os carrapatos sao capazes de responder a
presenca do pesticida por meio do aumento da expressao de enzimas

desintoxicadoras.

A atividade das GST foi avaliada por meio de bioenssaios com sinergistas no
Capitulo 2. Os resultados obtidos mostram que parte da atividade desintoxicadora de
Ivermectina da cepa Juarez é devida a atividade dessas enzimas. Quando
consideramos as analises comparativas de expressao entre as cepas Mozo e Juarez na
condicao controle observamos a superexpressao de 3,22 vezes de um gene
correspondente a GST na cepa Juarez em relacao a cepa Mozo. De forma concordante,
o trabalho de Saldivar et al. (2008) demonstrou que quando larvas de R. microlplus
foram tratadas com OP, um dos sete transcritos com maior expressao apresentou
similaridade significativa com GST, encontrando-se 4,4 vezes superexpresso has cepas
resistentes Munoz e San Roman quando expostas a coumaphous. Estudos de
expressao foram realizados em linhagens de insetos resistentes a pesticidas, utilizando
genes candidatos como os genes Cyp, esterases e GST. Desta forma foi identificada

superexpressao de genes de GST em linhagens de Anopheles gambiae resistentes ao
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DDT e piretroides (David et al., 2005) e em linhagens resistentes a OP de
Lygus lineolaris foi demonstrada superexpressao significativa de GSTs quando

comparadas a linhagens suscetiveis (Zhu et al., 2012).

Quando observamos a resposta a ivermectina dentro das cepas tanto a cepa
Mozo como a cepa Juarez apresenta um aumento da expressao de GST conforme
aumenta a concentracao de acaricida. A cepa Mozo a 10 ppm de ivermectina
apresenta um aumento de expressao de 3,00 vezes quando comparada a mesma cepa
na condicao controle. A cepa Juarez a 100 ppm de ivermectina, quando comparada a
mesma cepa na condicao controle apresenta uma superexpressao de 4,33 vezes. O
mesmo acontece na comparacao entre 10 e 100 ppm de ivermectina, com uma
superexpressao de 3,51 vezes na maior concentracao de ivermectina. Isso revela que a
cepa Mozo, mesmo sendo suscetivel, tem capacidade de responder as mudancas da
concentracao de ivermectina, com diferencas na expressao de genes de enzimas de
desintoxicacao metabolica. Também na cepa Juarez, os genes de GST respondem ao

aumento da concentracao de acaricida, aumentando sua expressao.

Em relacao a resisténcia a ivermectina em R. microplus nao foram encontrados
registros prévios de trabalhos envolvendo superexpressao de genes de GST em
linhagens com suscetibilidades diferentes a ivermectina. Portanto este trabalho
representa o primeiro relato envolvendo expressao diferencial de genes de GST quando
consideramos duas cepas de R. microplus, uma suscetivel e outra resistente a
ivermectina, e quando consideramos a resposta das cepas a diferentes concentracoes

do acaricida.

No Capitulo 2 os transportadores ABC demonstraram ter o papel de maior
relevancia na desintoxicacao da ivermectina. Este fato ja foi descrito por Pohl et al
(2011, 2012) também utilizando bioensaios com inibidores enzimaticos nas cepas POA
(suscetivel) e Jaguar (resistente) de R. microplus. Quando comparamos as cepas Mozo
e Juarez tanto na condicao controle como a 10 ppm de ivermectina, transportadores da
superfamilia ABC e da subfamilia ABCD, denominados peroxisomal long-chain acyl-coa
transporter abc superfamily, aparecem superexpressos na cepa Juarez em relacao a
cepa Mozo. Essas enzimas estao presentes em todos os eucariotos e transportam

ésteres de acidos graxos de acetil coenzima A através das membranas. No limen dos
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peroxisomos os acidos graxos sao oxidados. Estes transportadores tém sido
identificados em leveduras, plantas e mamiferos (Wanders et al., 2007, Morita &
Imanaka, 2012). No entanto, estes transportadores, superexpressos na cepa Juarez,
nao parecem ser os responsaveis pela desintoxicacao da ivermectina observadas nos
bioensaios, pois a funcao destas enzimas parece estar restrita ao transporte de acidos
graxos. Assim sendo, a desintoxicacao da ivermectina poderia estar mediada por
aumento da atividade de outras subfamilias de transportadores ABC, mais do que por
sua expressao aumentada. Por outro lado, os transportadores de acil CoA de cadeia
muito longa da superfamilia ABC poderiam ter alguma funcao ainda desconhecida

relacionada a desintoxicacao de xenobioticos.

Dois transcritos superexpressos na cepa Juarez em relacao a cepa Mozo sao os
que correspondem as Monoxigenase contendo flavina e Sulfotransferases, duas
enzimas descritas anteriormente e relacionadas a desintoxicacao de xenobiéticos.
Quando comparamos as cepas Mozo e Juarez a 10 ppm de ivermectina, as
monoxigenases contendo flavina encontram-se 20,4 vezes mais expressas ha cepa
Juarez. Na mesma comparacao as sulfotransferases se encontram 15,33 vezes mais
expressas na cepa Juarez. Essa enzima também se encontra superexpressa na cepa
Juarez a 100 ppm de ivermectina quando comparada a mesma cepa a 10 ppm de
Ivermectina, portanto o aumento na expressao desse gene representa uma resposta ao
aumento da concentracao de acaricida na cepa resistente. Nenhuma das enzimas
acima mencionadas foi previamente relacionada a desintoxicacao da ivermectina.
Portanto, este trabalho constitui o primeiro relato de um possivel papel de
Monoxigenases contendo flavina e Sulfotransferases conferindo parte do fenétipo

resistente da cepa Juarez e fazendo parte dos mecanismos de resisténcia.

Mesmo que nao se encontrem entre os genes com maior diferenca de
expressao as citocromo P450, esterases, GST e transportadores ABC da superfamilia
ABCD se apresentam superexpressos ha cepa resistente (Juarez) quando comparada a
cepa suscetivel (Mozo). Em conjunto com Monoxigenases contendo flavina e
Sulfotransferases, entre outros genes, essas enzimas contribuem aos processos

metabdlicos de desintoxicacao da ivermectina.
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Nas comparacoes entre cepas, quando consideramos os dez genes anotados
com maior diferenca de expressao, encontramos quatro produtos génicos comuns
entre as duas comparacoes: serine protease inhibitor 5 RmS5, Putative
sulfotransferase, putative rna polymerase i second largest subunit, partial e 40S
ribosomal protein S2/30S ribosomal protein S5. O primeiro faz parte da familia das
serpinas. O segundo € uma enzima envolvida no metabolismo de substancias toxicas.
O terceiro € uma enzima envolvida no alongamento de cadeias de RNA. O quarto
representa proteinas ribosomais que fazem parte dos ribossomos envolvidos na
traducao de mRNA a proteinas. Assim sendo, a diferenca de expressao, tanto dos
genes codificantes para estas enzimas quanto dos restantes, constituem diferencas
que ocorrem devido a diferenciacao inicial das linhagens por selecao da cepa

resistente.

A partir das analises de GO observamos que nas comparacoes dentro da cepa
Juarez, entre 0 e 100, e 10 e 100 ppm de ivermectina processos como transporte
transmembrana, transporte de substancias organicas e processos catabolicos de de
substancias organicas se encontram enriquecidos. Isso corrobora as observacoes
acerca dos transportadores ABC, que apresentam um papel importante na excrecao da
ivermectina, que é, de fato, uma substancia organica. Se a ivermectina também é
degradada, isso explicaria pelo menos parte do enriquecimento em processos
catabolicos de compostos organicos. Nessas mesmas comparacoes, componentes
celulares integrais de membrana também se encontram enriquecidos. Por outro lado,
funcoes moleculares como atividade de simportador, atividade secundaria de
transporte transmebrana e uniao a ATP enfatizam o fato de substancias estarem sendo
importadas e exportadas a traves das membranas, o que possivelmente acontece
como parte do metabolismo da ivermectina. Este enriquecimento destacado em uniao
a ATP também foi observado em linhagens resistentes a pesticidas de Cimex
lectularius que também superexpressavam transportadores ABC, que se encontravam

entre os 5000 genes com maior diferenca de expressao (Mamidala et al., 2012).

Quando comparadas na condicao controle, as cepas Mozo e Juarez apresentam
enriquecimento de processos metabodlicos de compostos de nitrogénio e carbono.

Funcoes como atividade oxidoredutase atuando em grupos -OH-OH de compostos
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organicos ciclicos, tal como acontece na estrutura da ivermectina, se encontram

enriquecidos e sao concordantes com o fato da ivermectina estar sendo degradada.

A expressao alterada de miultiplos genes entre as cepas estudadas e entre
concentracoes confirmam que o fenoétipo resistente € produto da uma resposta
poligénica a ivermectina. Tanto a cepa resistente como a cepa suscetivel sao capazes
de responder a mudancas nas concentracoes de ivermectina, inclusive com expressao
aumentada de enzimas de desintoxicacao metabodlica na cepa suscetivel. Portanto,
ambas cepas, apresentam uma resposta poligénica, tanto quando consideramos
diferencas entre as cepas como quando consideramos diferentes concentracoes de

ivermectina dentro de cada uma delas.
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Conclusao do capitulo

No total, cinco comparacoes foram realizadas entre cepas e dentro de cada uma delas.
Relembrando os resultados das analises de expressao diferencial, 399 transcritos
foram diferencialmente expressos dentro da cepa Mozo. Dentro da cepa Juareza O e
10 ppm de ivermectina foram encontrados 20 transcritos diferencialmente expressos.
Dentro da cepa Juarez a 0 e 100 ppm de Ivermectina, 3442 transcritos se encontram
diferencialmente expressos e, por ultimo na comparacao dentro da cepa Juareza 10 e

100 ppm de Ivermectina 2336 transcritos apresentam expressao diferencial.

Retomando as hipoteses iniciais deste trabalho podemos rejeitar a primeira: a
resisténcia apresenta uma base poligénica a baixas concentracoes de ivermectina e
uma base monogénica a concentracoes maiores. Nossos resultados, envolvendo
multiplos genes em cada uma das comparacées, permitem afirmar que R. microplus
apresenta uma resposta poligénica, tanto a baixas quanto a altas concentracoes de

ivermectina,

A segunda hipotese, mudancas nos niveis de expressao de um ou mais genes
podem gerar fenétipos resistentes, nao foi rejeitada pois genes que codificam enzimas
de desintoxicacao de subtancias toxicas encontram-se superexpressos ha cepa

resistente Juarez.

A terceira hipotese também nao foi rejeitada, pois verificamos que existem
diferencas de expressao entre as cepas quando expostas as mesmas concentracoes de

Ivermectina.

A ultima hipétese afirma que a expressao génica da mesma cepa muda quando
exposta a diferentes concentracoes de ivermectina, o que de fato acontece conforme

mostram os resultados das comparacoes dentro das cepas.
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Conclusoes Gerais

Bases moleculares da resisténcia a Ivermectina

Para atingir os objetivos foram utilizadas duas cepas de referéncia de R. microplus: a
cepa Mozo, suscetivel a ivermectina, e a cepa Juarez, resistente. Ambas as cepas
foram submetidas a ensaios de dose resposta para determinar o fator de resisténcia e,
com isso, verificar a condicao resistente da cepa Juarez em relacao a cepa Mozo. Para
o primeiro bloco experimental foi verificado um fator de resisténcia de 7,029, e para o
segundo determinou-se um fator de resisténcia de 3,796, confirmando assim a

natureza resistente da cepa Juarez.

Os ensaios enzimaticos com sinergistas foram utilizados para testar a atividade
de quatro enzimas de desintoxicacao metabolica, conhecidas por estarem envolvidas
na resisténcia a pesticidas em varios grupos de artropodes. Citocromo-oxidases,
esterases, glutationa-S-transferases e transportadores ABC foram testados nesses
experimentos. Foram determinados os fatores de resisténcia para cada uma das
enzimas testadas, considerando a relacao da CL50 de cada uma das cepas expostas
aos diferentes sinergistas em combinacao com ivermectina, e cada cepa exposta
somente a ivermectina. Os resultados obtidos permitem afirmar que as quatro enzimas
avaliadas apresentam algum grau de envolvimento na resisténcia metabdlica. Porém o
maior envolvimento foi determinado para os transportadores ABC, seguido de

esterases, glutationa-S-transferases e citocromo-oxidases.

Para determinar diferencas de expressao génica entre as cepas estudadas, as
comparacoes consideraram cada uma delas expostas a concentracoes de ivermectina
iguais: a cepa Mozo e Juarez a O ppm de Ivermectina, e a cepa Mozo e Juarez a 10 ppm
de Ivermectina. Esse experimento também demostrou miiltiplos genes com expressao
diferencial entre cepas. Entre eles, os genes de enzimas de desintoxicacao metabolica
avaliadas por meio de bioensaios e outros como o gene codificante para a
sulfotransferase e o gene codificante para monoxigenases contendo flavina, que sao

interessantes por sua funcao em processos de resisténcia a substancias toxicas. Esses
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genes se encontram entre os dez genes anotados com maior diferenca de expressao
quando as duas cepas estudadas sdao comparadas, e poderiam conferir parte do
fenotipo resistente da cepa Juarez, pois se encontram superexpressos nesta cepa. Os
genes codificantes das enzimas testadas por meio de ensaios enzimaticos também se
encontram diferencialmente expressos. Porém nao se encontram entre os genes com

maior diferenca de expressao.

Considerando o conjunto dos experimentos podemos afirmar que os resultados
de ambos os blocos experimentais sao complementares e ambos corroboram a
hipotese de que as cepas Mozo e Juarez apresentam uma resposta poligénica a
ivermectina, mesmo levando em consideracao que atividade enzimatica e expressao

génica sao processos biologicos diferentes.
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Resumo

O carrapato do boi Rhipicephalus microplus é um ectoparasita de bovinos de grande
importancia sanitaria e economica, que produz grandes prejuizos na bovinocultura do
Brasil. O uso de ivermectina como meio de controle quimico, ao longo dos anos, levou a
selecao de linhagens de R. microplus resistentes a ivermectina. A consequéncia desse
processo € a perda da eficacia do acaricida. Este trabalho teve por objetivo determinar
as bases moleculares da resisténcia a ivermectina. Para o estudo dos mecanismos
envolvidos na resisténcia a ivermectina de R. microplus foram utilizadas duas cepas de
referéncia: a cepa Mozo, suscetivel a ivermectina, e a cepa Juarez, resistente, e duas
abordagens experimentais complementares: ensaios enzimaticos com sinergistas e
estudos de expressao génica por meio de sequenciamento massivo em paralelo do
RNA ou RNA-Seq. Os resultados deste trabalho permitem afirmar que o mecanismo de
desintoxicacao metabolica de maior importancia € mediado por transportadores ABC,
seguido de esterases, glutation-S-transferases e citocromo-oxidases. As diferencas de
expressao génica observadas entre as cepas, e dentro das cepas a diferentes
concentracoes de ivermectina, confirmam os resultados e permitem concluir que R.

microplus apresenta uma resposta poligénica a ivermectina.
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Abstract

The cattle tick Rhipicephalus microplus is one of the most important ectoparasites with
great sanitary and economic importance for cattle rearing in Brazil. Ivermectin is a drug
used in the chemical control of R. microplus. The utilization of ivermectin in the last 30
years has led to the selction of resistant populations of R. microplus, and thus, the loss
of efficacy in the cattle tick control. To study the molecular basis of ivermectin
resistance in R. microplus, two strains of ticks were used: the susceptible strain Mozo,
and the resistant strain Juarez. Two complementary approaches were carried out:
enzimatic assays using sinergists and gene expression studies using massive parallel
sequencing of RNA or RNA-Seq. The results of this work indicate the involvement of
various mechanisms of metabolic resistance. Detoxification mechanisms mediated by
ABC transporters are probably the most important. Esterases, gluthathion-S-
transferases and citochrome-oxidases play a less important role in detoxification.
Differences in gene expression were observed between strains and among samples of
the same strain exposed to different concentrations of ivermectin, confirming the result
with the assays. Hence, the response of R. microplus to ivermectin is, probably,

complex and poligenic.
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Figura Al. Porcentagem de mortalidade ao longo do tempo da cepa Mozo
comparada a cepa JUA, expostas a 100 ppm de IVM e diluente. A cepa Mozo
atinge 100% de mortalidade aos 240 minutos e, no entanto, a cepa JUA atinge
apenas cerca de 40% de mortalidade aos 1440 minutos. Na condicao controle
a mortalidade nao supera 4,34 %.
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Figura A2. Porcentagem de mortalidade ao longo do tempo das cepas Mozo e JUA expostas a 100 ppm de IVM, IVM, diluente e
PBO. A. A cepa Jurez atinge 40 % da mortalidade as 24 horas quando exposta apenas a ivermectina. Esta porcentagem aumenta
10 % quando a mesma cepa é exposta a ivermectina em combinacao com PBO. B. A cepa mozo atinge 100% da mortalidade aos
240 minutos quando exposta apenas a ivermectina ou exposta a ivermectina em combinacao com PBO.
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cepa Mozo (suscetivel) exposta a 100 ppm de IVM. Também se observa a mortalidade dos controles com IVM, DEM, e diluente. A.
Quando comparada a mortalidade da cepa Juarez exposta apenas com ivermectina, a mortalidade aumenta 20 % quando a epa é
exposta a ivermectina em combinacao com DEM. B. A cepa Mozo nao apresenta diferencas na mortalidade quando exposta
apenas a ivermectina ou ivermectina em combinacao com DEM.
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Figura A5. Porcentagem de mortalidade ao longo do tempo da cepa JUA exposta a 100 ppm de IVM com CsA e da cepa Mozo
exposta a 100 ppm de IVM. IVM, CsA e diluente constituem os controles. A. Quando exposta a ivermectina em combinacao com
CsA a mortalidade da cepa Juarez atinge 100 %, o que significa um aumento de 60% da mortalidade quando a mesma cepa é
exposta apenas a ivermectina, igualando a mortalidade da cepa Mozo (suscetivel) B. Seja exposta apenas a ivermectina ou
ivermectina em combinacao com CsA, a cepa Mozo nao apresenta diferencas na mortalidade.
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Anexo 2

Ixodes scapularis (Gulia-Nuss et al., 2016)

Number of observed = Number of expected

GO biological process complete occurences occurences expected Fold Enrichment +/-  Pvalue
carboxylic acid biosynthetic process 101 17 4.13 412 + 1.78E-03
carboxylic acid metabolic process 296 33 12.09 2.73 + 4.62E-04
oxoacid metabolic process 301 33 12.30 2.68 + 6.64E-04
organic acid metabolic process 345 36 14.09 2.55 + 6.47E-04
organic substance metabolic process 4217 269 172.26 1.56 + 3.88E-12
metabolic process 5573 359 227.65 1.58 + 1.47E-19
single-organism cellular process 2518 192 102.86 1.87 + 1.15E-14
single-organism process 3939 304 160.90 1.89 + 6.14E-28
cellular process 4833 328 197.42 1.66 + 8.76E-21
small molecule metabolic process 646 63 26.39 2.39 + 5.21E-07
single-organism metabolic process 2058 168 84.07 2.00 + 4.66E-15
cellular metabolic process 3468 233 141.66 1.64 + 2.83E-12
organic acid biosynthetic process 106 17 4.33 3.93 + 3.35E-03
small molecule biosynthetic process 128 21 523 4.02 + 1.66E-04
single-organism biosynthetic process 383 40 15.64 2.56 + 1.50E-04
biosynthetic process 1318 87 53.84 1.62 + 1.11E-02
organic substance biosynthetic process 1251 82 51.10 1.60 + 2.59E-02
fatty acid metabolic process 104 15 4.25 3.53 + 4.20E-02
cellular lipid metabolic process 249 29 10.17 2.85 + 9.87E-04
lipid metabolic process 318 38 12.99 2.93 + 1.06E-05
primary metabolic process 3978 255 162.49 1.57 + 1.79E-11
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Number of observed

Number of expected

GO biological process complete (Cont.) occurences occurences expected Fold Enrichment +/-  Pvalue
lipid biosynthetic process 151 21 6.17 3.40 + 2.24E-03
dephosphorylation 206 25 8.41 2.97 + 2.73E-03
phosphate-containing compound metabolic process 988 86 40.36 2.13 + 8.87E-08
phosphorus metabolic process 993 86 40.56 2.12 + 1.13€-07
anion transport 233 27 9.52 2.84 + 2.56E-03
ion transport 605 54 24.71 2.19 + 1.60E-04
transport 1481 121 60.50 2.00 + 5.14E-10
establishment of localization 1498 121 61.19 1.98 + 1.09E-09
localization 1547 125 63.19 1.98 + 4.18E-10
transmembrane transport 841 80 34.35 2.33 + 6.73E-09
single-organism transport 547 49 22.34 2.19 + 5.53E-04
single-organism localization 568 49 23.20 2.11 + 1.57E-03
protein phosphorylation 435 38 17.77 2.14 + 1.82E-02
phosphorylation 633 54 25.86 2.09 + 6.35E-04
cellular protein modification process 1178 80 48.12 1.66 + 9.71E-03
protein modification process 1178 80 48.12 1.66 + 9.71E-03
macromolecule metabolic process 3303 184 134.92 1.36 + 6.62E-03
macromolecule modification 1273 84 52.00 1.62 + 1.62E-02
cellular macromolecule metabolic process 2505 146 102.32 1.43 + 8.38E-03
organic substance transport 600 51 2451 2.08 + 1.45E-03
signal transduction 909 74 37.13 1.99 + 3.11E-05
single organism signaling 944 79 38.56 2.05 + 3.14E-06
signaling 946 79 38.64 2.04 + 3.44E-06
cellular response to stimulus 1131 84 46.20 1.82 + 1.73E-04
response to stimulus 1371 97 56.00 1.73 + 1.63E-04
regulation of cellular process 1978 130 80.80 1.61 + 6.49E-05
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Number of observed

Number of expected

GO biological process complete (Cont.) occurences occurences expected Fold Enrichment +/-  Pvalue
biological regulation 2256 155 92.15 1.68 + 1.12E-07
regulation of biological process 2029 137 82.88 1.65 + 5.18E-06

cell communication 957 83 39.09 2.12 + 2.32E-07
oxidation-reduction process 1159 91 47.34 1.92 + 3.90E-06

Unclassified 12031 285 491.45 .58 - 0.00EOO

Tabela Al. Termos GO enriquecidos para processos biolégicos para a comparacao dentro da cepa Juarez a 0 e 100 ppm de ivermectina
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Ixodes scapularis (Gulia-Nuss

et al.,, 2016)
Number of observed Number of expected Fold
GO molecular function complete occurences occurences expected Enrichment +/- Pvalue
anion transmembrane transporter activity 109 16 4.45 3.59 + 1.80E-02
ion transmembrane transporter activity 501 46 20.46 2.25 + 6.09E-04
substrate-specific transmembrane transporter activity 684 60 27.94 2.15 + 5.48E-05
substrate-specific transporter activity 760 71 31.04 2.29 + 2.30E-07
transporter activity 1031 92 42.11 2.18 + 4.64E-09
transmembrane transporter activity 842 73 34.39 2.12 + 2.96E-06
symporter activity 124 17 5.07 3.36 + 2.34E-02
secondary active transmembrane transporter activity 203 24 8.29 2.89 + 6.29E-03
active transmembrane transporter activity 369 34 15.07 2.26 + 1.67E-02
2-alkenal reductase [NAD(P)] activity 158 21 6.45 3.25 + 4.23E-03
oxidoreductase activity, acting on the CH-CH group of
donors, NAD or NADP as acceptor 185 24 7.56 3.18 + 1.34E-03
oxidoreductase activity, acting on the CH-CH group of
donors 218 27 8.90 3.03 + 7.10E-04
oxidoreductase activity 1128 90 46.08 1.95 + 2.13E-06
catalytic activity 5911 412 241.45 1.71 + 2.25E-32
phosphatase activity 206 25 8.41 2.97 + 2.59E-03
phosphoric ester hydrolase activity 315 37 12.87 2.88 + 2.43E-05
hydrolase activity, acting on ester bonds 748 67 30.55 2.19 + 3.97E-06
hydrolase activity 2501 178 102.16 1.74 + 1.33E-10
protein serine/threonine kinase activity 231 25 9.44 2.65 + 1.76E-02
protein kinase activity 434 38 17.73 2.14 + 1.64E-02
kinase activity 605 51 24.71 2.06 + 1.74E-03
transferase activity, transferring phosphorus-containing
groups 791 67 32.31 2.07 + 3.28E-05
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Number of observed Number of expected Fold

GO molecular function complete (Cont.) occurences occurences expected Enrichment +/- Pvalue
transferase activity 2072 137 84.64 1.62 + 1.75E-05
phosphotransferase activity, alcohol group as acceptor 504 a4 20.59 2.14 + 3.83E-03
ATP binding 800 66 32.68 2.02 + 1.08E-04
purine ribonucleoside binding 981 80 40.07 2.00 + 7.19E-06
purine nucleoside binding 981 80 40.07 2.00 + 7.19E-06
nucleoside binding 989 81 40.40 2.01 + 4.76E-06
organic cyclic compound binding 2934 180 119.85 1.50 + 1.44E-05
binding 4563 301 186.39 1.61 + 1.78E-16
carbohydrate derivative binding 1129 90 46.12 1.95 + 2.23E-06
small molecule binding 1335 107 54.53 1.96 + 4.04E-08
heterocyclic compound binding 2924 179 119.44 1.50 + 1.87E-05
ribonucleoside binding 988 81 40.36 2.01 + 4.56E-06
adenyl ribonucleotide binding 803 66 32.80 2.01 + 1.23E-04
adenyl nucleotide binding 805 66 32.88 2.01 + 1.34E-04
purine nucleotide binding 989 80 40.40 1.98 + 1.02E-05
nucleotide binding 1295 105 52.90 1.98 + 3.30E-08
nucleoside phosphate binding 1295 105 52.90 1.98 + 3.30E-08
purine ribonucleotide binding 985 80 40.24 1.99 + 8.55E-06
ribonucleotide binding 1015 81 41.46 1.95 + 1.46E-05
purine ribonucleoside triphosphate binding 980 80 40.03 2.00 + 6.88E-06
zinc ion binding 500 41 20.42 2.01 + 3.36E-02
metal ion binding 1560 112 63.72 1.76 + 6.77E-06
cation binding 1580 114 64.54 1.77 + 3.70E-06
ion binding 1631 118 66.62 1.77 + 1.61E-06
Unclassified 10945 208 447.08 .47 0.00E00

Tabela A2. Termos GO enriquecidos para fungées moleculares para a comparacao dentro da cepa Juareza 0 e 100 p
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Ixodes scapularis (Gulia-Nuss et al., 2016)

Number of observed  Number of expected

GO cellular component complete occurences occurences expected Fold Enrichment +/-  Pvalue
integral component of plasma membrane 398 41 16.26 2.52 + 5.70E-05
plasma membrane 644 60 26.31 2.28 + 2.71E-06
cell part 4202 278 171.64 1.62 + 3.02E-15
cell 4236 278 173.03 1.61 + 8.91E-15
membrane 4049 239 165.39 1.45 + 2.92E-07
cell periphery 662 60 27.04 2.22 + 7.15E-06
integral component of membrane 3632 214 148.36 1.44 + 4.09E-06
intrinsic component of membrane 3639 214 148.65 1.44 + 4.79E-06
membrane part 3812 223 155.71 1.43 + 3.15E-06
intrinsic component of plasma membrane 401 41 16.38 2.50 + 6.91E-05
plasma membrane part 461 45 18.83 2.39 + 6.25E-05
cytoplasmic part 1369 86 55.92 1.54 + 2.72E-02
intracellular part 3333 193 136.15 1.42 + 1.01E-04
intracellular 3655 225 149.30 1.51 + 2.68E-08
cytoplasm 1981 131 80.92 1.62 + 1.53E-05

Unclassified 13016 394 531.68 74 - 0.00E00
Tabela A3. Termos GO enriquecidos de componentes celulares para a comparacao dentro da cepa Juarez a 0 e 100 ppm de ivermectina
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Ixodes scapularis (Gulia-Nuss et al., 2016)

Number of expected

GO biological process complete Number of observed occurences  occurences expected Fold Enrichment +/- P value
carboxylic acid biosynthetic process 101 12 2.74 4.37 + 3.29E-02
carboxylic acid metabolic process 296 22 8.04 2.74 + 3.47E-02
oxoacid metabolic process 301 22 8.18 2.69 + 4.43E-02
organic acid metabolic process 345 25 9.37 2.67 + 1.55E-02
organic substance metabolic process 4217 183 114.56 1.60 + 1.00E-08
metabolic process 5573 255 151.40 1.68 + 5.90E-18
single-organism cellular process 2518 120 68.41 1.75 + 7.27E-07
single-organism process 3939 199 107.01 1.86 + 5.96E-17
cellular process 4833 212 131.30 1.61 + 1.87E-11
small molecule metabolic process 646 47 17.55 2.68 + 2.24E-06
single-organism metabolic process 2058 128 55.91 2.29 + 5.66E-16
cellular metabolic process 3468 155 94.22 1.65 + 1.05E-07
small molecule biosynthetic process 128 16 3.48 4.60 + 8.47E-04
single-organism biosynthetic process 383 29 10.40 2.79 + 1.38E-03
lipid metabolic process 318 29 8.64 3.36 + 3.18E-05
primary metabolic process 3978 176 108.07 1.63 + 6.26E-09
organic substance catabolic process 491 31 13.34 2.32 + 2.16E-02
catabolic process 493 32 13.39 2.39 + 9.26E-03
transmembrane transport 841 51 22.85 2.23 + 1.47E-04
transport 1481 75 40.23 1.86 + 2.17E-04
establishment of localization 1498 76 40.70 1.87 + 1.65E-04
localization 1547 80 42.03 1.90 + 3.34E-05
oxidation-reduction process 1159 66 31.49 2.10 + 1.97E-05
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Number of expected

GO biological process complete (Cont.) Number of observed occurences occurences expected Fold Enrichment +/- P value

phosphate-containing compound metabolic

process 988 53 26.84 1.97 + 3.20E-03
phosphorus metabolic process 993 53 26.98 1.96 + 3.69E-03

Unclassified 12031 191 326.85 .58 - 0.00E00

Tabela A4. Termos GO enriquecidos para procesos biolégicos na comparacao dentro da cepa Juarez a 10 e 100 ppm de ivermectina.
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Ixodes scapularis (Gulia-Nuss et al., 2016)

Number of observed Number of expected Fold

GO molecular function complete occurences occurences expected Enrichment +/- Pvalue
lyase activity 138 17 3.75 4.53 + 4.45E-04
catalytic activity 5911 284 160.58 1.77 + 4.47E-25
2-alkenal reductase [NAD(P)] activity 158 15 4.29 3.49 + 4.33E-02

oxidoreductase activity, acting on the CH-CH group of donors, NAD or NADP as

acceptor 185 18 5.03 3.58 + 5.45E-03
oxidoreductase activity, acting on the CH-CH group of donors 218 19 5.92 3.21 + 1.38E-02
oxidoreductase activity 1128 64 30.64 2.09 + 3.60E-05
secondary active transmembrane transporter activity 203 18 5.51 3.26 + 1.86E-02
transmembrane transporter activity 842 47 22.87 2.05 + 4.12E-03
transporter activity 1031 56 28.01 2.00 + 1.07E-03
ion transmembrane transporter activity 501 33 13.61 2.42 + 4.70E-03
substrate-specific transmembrane transporter activity 684 39 18.58 2.10 + 1.77E-02
substrate-specific transporter activity 760 46 20.65 2.23 + 6.26E-04
transferase activity, transferring phosphorus-containing groups 791 44 21.49 2.05 + 9.22E-03
transferase activity 2072 99 56.29 1.76 + 2.80E-05
hydrolase activity 2501 122 67.94 1.80 + 1.12E-07
binding 4563 178 123.96 1.44 + 9.09E-05
Unclassified 10945 156 297.34 .52 - 0.00E00

Tabela A5. Termos GO enriquecidos para funcdoes moleculares na comparacao dentro da cepa Juarez a 10 e 100 ppm de ivermectina.
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Ixodes scapularis (Gulia-Nuss et al., 2016)

Number of observed Number of expected

GO cellular component complete occurences occurences expected Fold Enrichment +/- Pvalue
integral component of plasma membrane 398 27 10.81 2.50 + 8.45E-03
plasma membrane 644 40 17.50 2.29 + 7.57E-04
cell part 4202 167 114.16 1.46 + 3.33E-05
cell 4236 167 115.08 1.45 + 5.75E-05
membrane 4049 154 110.00 1.40 + 1.90E-03
cell periphery 662 41 17.98 2.28 + 6.02E-04
integral component of membrane 3632 136 98.67 1.38 + 1.86E-02
intrinsic component of membrane 3639 136 98.86 1.38 + 2.04E-02
membrane part 3812 146 103.56 141 + 2.61E-03
intrinsic component of plasma membrane 401 27 10.89 2.48 + 9.60E-03
plasma membrane part 461 31 12.52 2.48 + 2.46E-03
cytoplasm 1981 88 53.82 1.64 + 1.55E-03
Unclassified 13016 280 353.61 .79 - 0.00E00

Tabela A6. Termos enriquecidos GO para componentes celulares na comparacao dentro da cepa Juarez a 10 e 100 ppm de

ivermectina.
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Ixodes scapularis (Gulia-Nuss et al., 2016)

Number of observed

Number of expected

GO biological process complete occurences occurences expected Fold Enrichment +/- Pvalue
fatty acid biosynthetic process 67 11 2.17 5.08 + 1.88E-02
lipid biosynthetic process 151 17 4.88 3.48 + 1.53E-02
lipid metabolic process 318 36 10.29 3.50 + 2.43E-07
organic substance metabolic process 4217 212 136.40 1.55 + 4.67E-09
metabolic process 5573 298 180.27 1.65 + 1.15E-19
primary metabolic process 3978 199 128.67 1.55 + 4.89E-08
single-organism metabolic process 2058 148 66.57 2.22 + 2.06E-17
single-organism process 3939 228 127.41 1.79 + 3.17E-17
organic substance biosynthetic process 1251 72 40.47 1.78 + 2.49E-03
biosynthetic process 1318 77 42.63 1.81 + 6.11E-04
single-organism biosynthetic process 383 34 12.39 2.74 + 2.53E-04
fatty acid metabolic process 104 16 3.36 4.76 + 5.65E-04
monocarboxylic acid metabolic process 125 17 4.04 4.20 + 1.33E-03
carboxylic acid metabolic process 296 30 9.57 3.13 + 8.56E-05
oxoacid metabolic process 301 30 9.74 3.08 + 1.22E-04
organic acid metabolic process 345 33 11.16 2.96 + 7.24E-05
single-organism cellular process 2518 138 81.45 1.69 + 4.83E-07
cellular process 4833 247 156.33 1.58 + 2.66E-12
small molecule metabolic process 646 52 20.90 2.49 + 4.04E-06
cellular metabolic process 3468 188 112.18 1.68 + 1.95E-10
cellular lipid metabolic process 249 29 8.05 3.60 + 7.60E-06
monocarboxylic acid biosynthetic process 71 12 2.30 5.23 + 5.87E-03
carboxylic acid biosynthetic process 101 16 3.27 4.90 + 3.86E-04
organic acid biosynthetic process 106 16 3.43 4.67 + 7.22E-04
small molecule biosynthetic process 128 19 4.14 4.59 + 8.50E-05
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Number of observed

Number of expected

GO biological process complete (Cont.) occurences occurences expected Fold Enrichment +/- P value
cellular biosynthetic process 1237 71 40.01 1.77 + 3.24E-03
cellular catabolic process 385 30 12.45 2.41 + 1.59E-02
catabolic process 493 35 15.95 2.19 + 2.18E-02
oxidation-reduction process 1159 81 37.49 2.16 + 1.24€-07
organic substance catabolic process 491 34 15.88 2.14 + 4.66E-02
organonitrogen compound metabolic process 896 53 28.98 1.83 + 2.88E-02
nitrogen compound metabolic process 1932 103 62.49 1.65 + 4.70E-04
cellular component organization or biogenesis 1069 60 34.58 1.74 + 3.76E-02
cellular nitrogen compound metabolic process 1694 89 54.79 1.62 + 5.74E-03
Unclassified 12031 248 389.16 .64 - 0.00EOO0

Tabela A7. Termos GO enriquecidos para processos biologicos na comparacao entre as cepas Mozo e Juarez a O ppm de

ivermectina.
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Ixodes scapularis (Gulia-Nuss et al., 2016)

Number of observed

Number of expected

GO molecular function complete occurences occurences expected Fold Enrichment +/-  Pvalue
3-oxo-lignoceronyl-CoA synthase activity 53 10 1.71 5.83 + 1.33E-02
transferase activity 2072 120 67.02 1.79 + 3.45E-07
catalytic activity 5911 332 191.20 1.74 + 1.29E-27
3-oxo-cerotoyl-CoA synthase activity 53 10 1.71 5.83 + 1.33E-02
3-oxo-arachidoyl-CoA synthase activity 53 10 1.71 5.83 + 1.33E-02
oxidoreductase activity, acting on CH-OH group of donors 192 19 6.21 3.06 + 2.69E-02
oxidoreductase activity 1128 81 36.49 2.22 + 3.25E-08
nucleotide binding 1295 72 41.89 1.72 + 7.67E-03
nucleoside phosphate binding 1295 72 41.89 1.72 + 7.67E-03
heterocyclic compound binding 2924 136 94.58 1.44 + 8.23E-03
binding 4563 200 147.60 1.36 + 1.54E-03
organic cyclic compound binding 2934 136 94.90 1.43 + 9.76E-03
small molecule binding 1335 74 43.18 1.71 + 6.28E-03
hydrolase activity 2501 127 80.90 1.57 + 2.15E-04
Unclassified 10945 205 354.03 .58 - 0.00E00

Tabela A8. Termos GO enriquecidos para funcdes moleculares na comparacao entre as cepas Mozo e Juarez a O ppm de

ivermectina.
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Ixodes scapularis (Gulia-Nuss et al., 2016)

Number of observed Number of expected

GO cellular component complete occurences occurences expected Fold Enrichment +/- Pvalue
cytoplasmic part 1369 79 44.28 1.78 + 2.62E-04
intracellular part 3333 169 107.81 1.57 + 4.00E-07
intracellular 3655 181 118.23 1.53 + 4.92E-07
cell part 4202 208 135.92 1.53 + 1.37E-08
cell 4236 209 137.02 1.53 + 1.61E-08
cytoplasm 1981 116 64.08 1.81 + 1.54E-07
intracellular organelle part 1297 72 41.95 1.72 + 3.24E-03
intracellular organelle 2553 132 82.58 1.60 + 1.65E-05
organelle 2566 132 83.00 1.59 + 2.22E-05
organelle part 1304 72 42.18 1.71 + 3.87E-03
intracellular membrane-bounded organelle 2232 109 72.20 1.51 + 4.34E-03
membrane-bounded organelle 2232 109 72.20 1.51 + 4.34E-03
Unclassified 13016 332 421.02 .79 - 0.00EOO0

Tabela A9. Termos GO enriquecidos para componentes celulares na comparacao entre as cepas Mozo e Juarez a O ppm de
ivermectina.
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