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MS-SVS — Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude

OMS - Organizacado Mundial de Saude

OP - Inseticidas organofosforados

p99 — Percentil 99

Parental RR - Raz&o de resisténcia calculada tendo como base a CL inicial da
populacao

Pl — Inseticidas piretréides

OBP - proteinas de ligacao a odorants, do inglés ‘odorant binding proteins’

RNA-seq — sequenciamento de bibliotecas de RNA

Rock RR - Razéo de resisténcia calculada tendo como base a CL da cepa

Rockefeller, que é referéncia de suscetibilidade a inseticidas



RR — Razao de resisténcia
SNC - Sistema Nervoso Central
SVS - Secretaria de Vigilancia em Saude



RESUMO

No Brasil, organofosforados (OP) e piretréides (PI) foram usados para
o controle de larvas e adultos de A. aegypti, respectivamente, desde 1967 e
2000. O uso frequente destes produtos selecionou populacdes resistentes do
vetor. Optou-se entdo por usar o OP fosforoditioato malathion no controle dos
adultos, composto molecularmente diferente do larvicida OP fosforotionato
temephos, empregado ha mais de 40 anos no pais. Acredita-se que a
resisténcia seja principalmente derivada de fatores metabolicos (enzimas que
detoxificam o inseticida) ou de mutacfes nos sitios-alvo dos inseticidas, no
Sistema Nervoso Central. Bioensaios com larvas confirmaram a resisténcia de
varias populacbes ao OP temephos. Inicialmente, bioensaios com mosquitos
adultos demonstraram nao haver populacdes naturais brasileiras de A. aegypti
classificadas como resistentes ao malathion (dados Laficave), corroborando a
viabilidade de seu uso no controle de adultos. Uma vez que o malathion, ainda
hoje, é o Unico composto ndo-Pl aprovado pela OMS para uso em aplicacdes
espaciais, a antecipagcédo de um potencial evento de resisténcia nas populagdes
naturais do vetor é relevante para subsidiar a continuidade de seu uso. No
estudo foram usados bioensaios para avaliar a resisténcia das amostras do
vetor, além de metodologias classicas e modernas - como a analise dos indices
de expressdo génica (RNA-seq) - para investigagdo dos mecanismos
associados a resisténcia. Foram detectados niveis de resisténcia elevados
contra Pl e o OP temephos nas amostras originais das populacbes de
Aracaju/SE e Crato/CE. O mesmo nao ocorreu para diflubenzuron e malathion,
mais recentemente usados no controle do vetor em campo. Quando ambas as
populacdes iniciais sdo comparadas, 0s mosquitos de Aracaju tenderam a
apresentar menores niveis de resisténcia a Pl e OP e, simultaneamente, maior
atividade de enzimas detoxificadoras e maiores custos evolutivos. Neste estudo
também foi realizada selecdo com malathion: houve aumento nos indices de
RR (razdo de resisténcia) para malathion em todas as réplicas biologicas das
duas populagbes. Os dados sugerem ainda, a inexisténcia de resisténcia
cruzada entre temephos e malathion. De fato, a selecdo com malathion parece
ter impactado negativamente sobre a RR frente ao temephos, e também a PI.
Inusitadamente, foram observados, nos ensaios com PI, aumentos marcados
no status de resisténcia dos grupos controle das duas populagbes, sem
correlagdo com as frequéncias kdr - estas tenderam, inclusive, a diminuir. A
avaliacdo bioquimica dos mecanismos de resisténcia revelou a possibilidade de
GST ter tido papel importante na resposta frente aos Pl nos grupos controle de
Aracaju, mas ndo nos de Crato. Além disso, a analise RNA-seq identificou 374
transcritos (~2,6%) considerados diferencialmente expressos (DE) em Aracaju
(classificados em oito clusters), e um total de 143 transcritos (~1%)
considerados DE em Crato (divididos em cinco clusters). Foram detectadas, em
pelo menos uma das populacbes avaliadas, alteracbes em genes
potencialmente relacionados com a resisténcia por redugdo da penetracdo do
inseticida através da cuticula — mecanismo que recebe pouca atencdo nas
avaliacdes sobre resisténcia. A possibilidade de enzimas OBP atuarem como
‘apresentadoras de moléculas inseticidas’, direcionando sua degradacao para
enzimas MFO, é discutida, assim como de profenoloxidases agirem na
formacéo da cuticula dos espécimes de Aracaju e Crato.



ABSTRACT

In Brazil, organophosphates (OP) and pyrethroids (PY) were used for
the control of larvae and adults of A. aegypti, respectively, since 1967 and
2000. Frequent use of these products selected resistant populations of the
vector. It was then chosen to use the OP phosphorodithioate malathion in the
control of adults, a molecularly different compound of the OP
phosphorothiophate larvicide temephos, employed for more than 40 years in the
country. Resistance is supposed to be primarily derived from metabolic factors
(enzymes that detoxify the insecticide) or from mutations at the target sites of
the insecticides in the Central Nervous System. Bioassays with larvae
confirmed the resistance of various populations to the OP temephos. Initially,
bioassays with adults showed that any Brazilian natural population of A. aegypti
was resistant to malathion (Laficave data), corroborating the viability of its use
in adult control. Since malathion is, up to now, the only non-PY compound
approved by WHO for use in space spraying, the anticipation of a potential
resistance event in the vector natural populations would be relevant to reinforce
the continuity of its use. In the present study, we employed bioassays in order
to evaluate the resistance of vector samples, in addition to classical and modern
methodologies - such as the analysis of gene expression indexes (RNA-seq) -
to investigate the resistance mechanisms associated. High resistance levels
against PY and the temephos OP were detected in the original samples from
Aracaju / SE and Crato / CE populations. The same did not occur for
diflubenzuron and malathion, both insecticides most recently used in field for
vector control. When both initial populations are compared, Aracaju mosquitoes
tended to exhibit lower levels of resistance to PY and OP and, simultaneously,
higher detoxifying enzyme activity and evolutionary costs. In this study,
malathion selection was also performed: there was an increase in the malathion
RR (resistance ratio) indexes in all biological replicates of the two populations.
The data also point to the lack of cross-resistance between temephos and
malathion. Indeed, selection with malathion appears to have negatively
impacted temephos and also PY RR levels. Unexpectedly, significant increases
in the resistance status of the control groups from both populations were
observed in the PY assays, with no correlation with kdr frequencies - these
even tended to decrease. Biochemical evaluation of resistance mechanisms
revealed the possibility of a relevant GST role in the PY response in the
Aracaju, but not in Crato, control groups. In addition, the RNA-seq analysis
identified 374 transcripts (~ 2.6%) considered differentially expressed (DE) in
Aracaju (classified in eight clusters), and a total of 143 transcripts (~ 1%)
considered DE in Crato (divided in five clusters). In at least one of the evaluated
populations, we detected changes in genes potentially related to resistance by
reduction of insecticide penetration through the cuticle - a mechanism that
receives little attention in resistance evaluations. The possibility of OBP
enzymes carry the role of 'insecticidal molecules presenters’, directing their
degradation to MFO enzymes is discussed, as well as that of profenoloxidases
participating in the cuticle formation of Aracaju and Crato specimens.



INTRODUCAO

1.1 Importancia epidemioldgica do Aedes aegypti

Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) é o principal vetor de dengue no
mundo. Mais recentemente, Zika e chikungunya, outros dois virus transmitidos
por este mosquito, além de estarem disseminados em varios paises, sao
atualmente sérios problemas de saude publica no Brasil (Ferreira-de-Brito et al.
2016). Em 2016, foram registrados 1.500.535 casos provaveis de infeccéao por
dengue, 271.824 por chikungunya e 215.319 por Zika no pais (0s numeros
refletem o total de casos notificados, exceto os ja descartados; MS-SVS 2017).

N&do had medicamentos especificos disponiveis para nenhum destes
virus. Embora exista uma vacina contra dengue aprovada para uso em saude
publica no Brasil (Sanofi Pasteur 2016), além de outras vacinas em fase de
testes clinicos contra os virus dengue e Zika (Schwartz et al. 2015, Khetarpal e
Khanna 2016, NIAID/NIH 2017), os esforcos neste sentido em relacao ao virus
chikungunya estdo apenas comecando (Erasmus et al. 2016). Além disso, deve
ser considerado que A. aegypti tem potencial para transmitir varios outros
patbgenos emergentes e re-emergentes, devido aos seus habitos
sinantrépicos, sua grande adaptacdo ao ambiente urbano, e sua competéncia
vetorial para varios virus, inclusive o da febre amarela (FA; Lourenco-de-
Oliveira et al. 2002; Lourenco-de-Oliveira 2004; Cardoso et al. 2010, Couto-
Lima et al. 2017). Esta ultima € uma doenca febril aguda que possui elevada
letalidade em suas formas graves e para a qual sdo conhecidos dois ciclos de
transmissao: o urbano, no qual o virus é transmitido por mosquitos do género
Aedes ao homem, que é o hospedeiro principal; e o silvestre, em que o virus
circula entre mosquitos silvestres (Haemagogus sp. e Sabethes sp.) e primatas
nao humanos (MS-SVS 2016). Segundo o Ministério da Saude (MS), o Brasil
vive hoje uma Emergéncia em Saude Publica de Importancia Nacional, com
registro de casos de FA em seis estados, dentre 0s quais destaca-se Minas
Gerais, que até fevereiro de 2017 respondia por mais de 80% do total de casos
notificados e por quase 90% do total de Obitos suspeitos (COES — Febre
Amarela 2017).
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O A. aegypti € uma espécie sinantrépica de hébito diurno (com pico de
atividade nos crepusculos matutino e vespertino); devido ao elevado grau de
endofilia e antropofilia, € considerado um mosquito agressivo e oportunista.
Vive intimamente associado ao homem (Lourenco-de-Oliveira 2004). Os
adultos repousam, preferencialmente, dentro das habitacbes, e fazem a
postura em recipientes com &gua encontrados no proprio domicilio ou
peridomicilio, como tanques de armazenamento de agua para consumo

humano e vasilhames temporarios (Braga e Valle 2007a).

1.2 Controle e controle quimico de Aedes aegypti no Brasil

No cenéario atual as medidas profilaticas dependem, quase que
exclusivamente, de iniciativas de controle voltadas para a diminuicdo da
densidade do vetor (Townson et al. 2005; Ranson et al. 2010). Apesar da
crescente atencéo creditada ao controle mecéanico e ao engajamento social, 0s
inseticidas quimicos ainda séo ferramentas amplamente utilizadas. Atualmente
no Brasil, as opcdes de inseticidas neurotoxicos disponiveis para uso em saude
publica pertencem as classes dos organofosforados (OP), piretréides (PI) e
carbamatos (CB) (WHO 2008a, 2012, 2016). Recentemente foram introduzidos,
como larvicidas, Reguladores do Desenvolvimento de Insetos (IGR, do inglés
“Insect Growth Regulators”) tais como os inibidores de sintese de quitina (1ISQ)
e os analogos de horménio juvenil (AHJ), além de bioinseticidas, como o
Bacillus thuringiensis israelensis (Bti). Em todos os casos, sao ferramentas
potenciais no controle deste vetor cujas larvas se criam, preferencialmente, em
agua para consumo humano (WHO 2016).

No pais, a rotina de controle quimico de A. aegypti consiste de
aplicacéo de larvicidas sobre os criadouros que n&do podem ser eliminados, em
quatro a seis ciclos anuais. Por outro lado, preconiza-se que as aplicacdes
espaciais e residuais sobre espécimes adultos do vetor sejam realizadas
apenas em pontos estratégicos (areas com potencial de produzir muitos
mosquitos ou que apresentem muita convergéncia de pessoas), ou em
situacbes de emergéncia, como nos periodos epidémicos (Braga e Valle
2007a; MS-SVS 2009a-d, 2010; Viana-Medeiros 2011).
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E importante frisar que a exposi¢éo por longo prazo das populacdes de
vetores, ou pragas, a um determinado inseticida pode selecionar
caracteristicas/mecanismos que conferem resisténcia a este agente toxico
(Beaty e Marquardt 1996). Populacdes de vetores resistentes a inseticidas sao
uma ameaca ao sucesso dos programas de controle (Poupardin et al. 2008).

Além disso, muitas vezes um determinado organismo pode apresentar
resisténcia para dois ou mais compostos quimicos distintos por meio do(s)
mesmo(s) mecanismo(s), fendmeno conhecido como resisténcia cruzada
(Hemingway e Ranson 2000). Esta situacao tem sido registrada com frequéncia
(Rodriguez et al. 2005; Boyer et al. 2006; Kasai et al. 2007) e representa uma
dificuldade adicional ao controle de vetores em geral, pois tende a limitar ainda
mais os inseticidas disponiveis para uso em saude publica.

Com isso, um dos pilares dos programas de controle de vetores é o
monitoramento do status de suscetibilidade das populacBes naturais aos
inseticidas, visando acompanhar o desenvolvimento progressivo da resisténcia
aos principais compostos empregados e interromper 0 seu uso antes que tal
condicdo alcance um limiar considerado de risco (Ranson et al. 2010).

Apesar da aparente grande variedade de inseticidas disponiveis, a
maioria dos compostos aprovados para uso em saude publica pertence as
classes dos Pl e OP, cada qual com um modo de acao especifico e comum (PI
atuam sobre os canais de sédio regulados por voltagem — Nay; e OP inibem a

enzima acetilcolinesterase).

De 1967 a 1999, foram usados exclusivamente OP no controle de
larvas e adultos de A. aegypti no Brasil (Braga e Valle 2007a). ApGs a deteccdo
de resisténcia de larvas ao temephos, em 1999/2000, passou-se a usar 0
biolarvicida Bti nos municipios onde a resisténcia aquele composto havia sido
detectada, e foi preconizado o uso de PI no controle de adultos em todo o pais
(Macoris et al. 1999; Lima et al. 2003; Braga e Valle 2007a; Viana-Medeiros
2011).

O uso de classes distintas de inseticidas nos diferentes estagios do
ciclo de vida do mosquito tinha por objetivo diversificar a pressdo de selecao,
de modo a ndo favorecer um sO, ou poucos, mecanismo(s) de resisténcia.

Contudo, mesmo com esta conduta, depois de pouco tempo diversas
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populacdes brasileiras de A. aegypti foram caracterizadas como resistentes aos
Pl (da-Cunha et al. 2005; Martins et al. 2009). Além disso, como as
formulacdes disponiveis de Bti apresentavam baixa persisténcia em situacao
de campo, o MS passou a disponibilizar o IGR diflubenzuron (DFB) para o
controle de larvas de A. aegypti nas localidades onde a resisténcia ao
temephos havia sido apontada, a partir do ano de 2009 (MS-SVS 2009c, 2010).
Concomitantemente, a detecgcédo de resisténcia a Pl, disseminada em todo o
pais, motivou o MS a promover a troca dos compostos usados para o controle
de adultos do vetor. Com isso, desde 2009, sdo aplicados os OP malathion e
fenitrothion, em aplicagcbes espaciais e residuais, respectivamente, nas
localidades onde o vetor é considerado resistente aos Pl (MS-SVS 2009a,b,d,
2010; Viana-Medeiros 2011).

Ainda que o programa nacional que coordena o monitoramento de A.
aegypti seja muito bem estruturado, sendo inclusive reconhecido
internacionalmente (Ranson et al. 2010), efetivamente, o impacto na diminuicao
da densidade do vetor e no declinio do nimero de casos de arboviroses por ele
transmitidas, infelizmente € bem menor do que o esperado (COES — Febre
Amarela 2017; MS-SVS 2017). Uma hipétese € que esta situacao resulte da
excessiva relevancia dada ao controle quimico, em detrimento tanto das
medidas preventivas quanto do estimulo ao engajamento comunitario.

Nesse sentido, a experiéncia mostra que quando a base de um
programa de controle de um vetor é a aplicacao de inseticidas quimicos, em
geral ocorrem: selecdo de individuos resistentes; uso cada vez maior de
compostos inseticidas; contaminagéo do meio ambiente.

De fato, no caso do controle das formas adultas do vetor, a eficiéncia
da pulverizacao de inseticidas a ultra baixo volume (UBV), conhecida no Brasil
como fumacé, depende de fatores como a adequada -calibracdo dos
equipamentos, as condicdes meteorologicas, 0 momento adequado para
aplicacao (periodo de maior atividade do vetor, o que, no caso do A. aegypti, €
nos crepusculos matutino e vespertino), dentre outros (MS-SVS 2010). Além
disso, a aplicacdo de UBV gera também uma falsa sensacdo de seguranca na
populacao, que acaba negligenciando acdes domesticas de prevencao (Gubler
2002; Esu et al. 2010; Ranson et al. 2010). Por outro lado, sabe-se que a maior
parte dos criadouros do vetor encontra-se dentro das habitagbes ou no
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peridomicilio (Lourenco-de-Oliveira 2004; Braga e Valle 2007a; CDC 2012), e
gue o UBV atinge apenas a forma adulta do mosquito, n&o tendo potencial para
tratar, de forma efetiva, tais criadouros.

Conforme mencionado anteriormente, s&o usados, atualmente,
compostos da classe dos OP para controlar espécimes adultos do vetor. Neste
contexto, a aplicagdo espacial — aquela que usa o malathion; é a que detém
maior relevancia, sendo mais utilizada do que a residual (feita com fenitrothion).
Mas uma questdo ainda permanecia no inicio deste estudo: se ja foi detectada
a resisténcia a OP anteriormente, como usar um composto desta mesma
classe para controlar os adultos de A. aegypti no Brasil? Efetivamente, a partir
de 1999/2000, foi notificada ao Ministério da Saude a resisténcia de diversas
populacdes brasileiras do vetor ao larvicida OP temephos (Macoris et al. 1999;
Lima et al. 2003). Apesar de também existirem relatos pontuais de alteracdo de
suscetibilidade ao malathion em A. aegypti no pais (Lima et al. 2003; Macoris et

al. 2007; discutidos no Capitulo 2, Resultados), o Ministério da Saude optou por

reutilizar este composto, a partir de 2009, uma vez que, com excecao de
malathion, ndo se dispunha de alternativas que néo fossem da classe dos PI,
para a qual a resisténcia ja estava disseminada em todo o Brasil (da-Cunha et
al. 2005; Martins et al. 2009; Fiocruz 2011). Cabe mencionar que tal cenério de
resisténcia ao malathion foi sugerido por meio de dados qualitativos obtidos
guando o pais comecava a aprender a se familiarizar com os protocolos de
avaliacao e a fazer o monitoramento da resisténcia do vetor.

Apesar do esforco do Ministério da Saude de manejo racional dos
inseticidas aplicados no campo, atualmente € pequena a gama de produtos
disponiveis para o controle de adultos do vetor. Dos cinco compostos
aprovados para uso em aplicacdes espaciais sobre mosquitos adultos, quatro
sdo Pl e apenas um, malathion, &€ OP (OMS 2012, 2016), o que mostra a
necessidade de conhecer melhor os perfis e 0s mecanismos de resisténcia das
populacdes do vetor, de modo a preservar os inseticidas existentes e a garantir

eficacia das acdes de controle.
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1.3 Diferencas entre o0s organofosforados temephos e

malathion

E importante ainda salientar que os compostos OP podem variar muito
em estrutura e propriedades quimicas (Figura 1). A maioria dos OP usados em
salde publica apresenta um enxofre ligado ao atomo de fosforo, sendo
classificados como fosforotionatos (Ware e Whitacre 2004). No entanto, o
malathion, atualmente empregado em ambito nacional no controle de adultos
do vetor da dengue, é excecdo a este grupo, por ser um fosforoditioato, ou
seja, apresenta dois enxofres ligados ao atomo de fosforo, ao invés de apenas
um (Bloomquist 2009). Além disso, enquanto o temephos apresenta cadeia

fechada, o malathion € um composto alifatico (Ware e Whitacre 2004).

OCHj OCHj,
| | ™o S- P OCHs
S=P-OCH HzCO—P=S
| ’ . OCHs

Figura 1. Exemplos de inseticidas OP. (a) Temephos. (b) Malathion.

Estas diferencas estruturais parecem ser importantes do ponto de vista
do controle: ha relatos em dipteros de mecanismos de resisténcia distintos para
cada um desses compostos. Varios estudos apontam que as enzimas
Esterases (EST) séo relevantes na detoxificacdo dos OP. Neste caso, parece
que a formacgédo do complexo enzima-substrato frente a maioria dos OP (que
sao fosforotionatos) € rapida, em funcdo da grande afinidade das EST
(Ketterman et al. 1992; Wheelock et al. 2005). No entanto, tais compostos sao
considerados substratos pobres para as EST de insetos, pois a formagéo do
intermediario enzima-substrato é estavel. Ou seja, as EST de insetos em geral
nao processam os OP com eficiéncia, sendo, portanto, comum se falar em
“sequestro” destes inseticidas (Hemingway e Karunaratne 1998; Hemingway
2000; Hemingway e Ranson 2000; Montella et al. 2012). Por isso, no caso de

OP tipo fosforotionatos, como o temephos, por exemplo, a resisténcia via EST
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decorreria de aumento no numero de moléculas destas enzimas
detoxificadoras e ndo de sua maior atividade.

Ja a resisténcia a OP fosforoditioatos (como o malathion, por exemplo)
estaria mais relacionada com a presenca de EST estruturalmente diferentes,
que teriam sofrido mutacées em suas regides codificantes, gerando espécies
moleculares com maior capacidade de hidrélise — comumente chamadas de
malaoxonases (Hemingway e Karunaratne 1998; Hemingway 2000;
Hemingway e Ranson 2000; Hemingway et al. 2004). Neste sentido, foi
detectada uma mutacdo, na regido codificante de um gene de Esterase em
cepas resistentes do diptero Lucilia cuprina (Wiedemann 1830), que resultou
em maior atividade hidrolitica frente ao OP malathion e na reducéo da taxa de
hidrélise de substratos OP fosforotionatos (Campbell et al. 1998 apud Li et al.
2007). Foi proposto que a referida mutacdo tenha aumentado o espaco para
acomodar substratos que tenham radicais volumosos, como € o caso do
malathion (Heidari et al. 2004). Ha indicios de que mecanismos semelhantes
ocorram com Anopheles arabiensis (Patton, 1905), Anopheles -culicifacies
(Giles, 1901) Anopheles stephensi (Liston, 1901) e Culex tarsalis (Coquillett,
1896) (Whyard et al. 1995, Hemingway e Karunaratne 1998; Hemingway e
Ranson 2000; Hemingway et al. 2004; Li et al. 2007).

1.4 O estudo dos mecanismos de resisténcia

Conceitualmente, resisténcia a inseticidas € a habilidade de uma
linhagem de um inseto em sobreviver a doses de compostos toxicos, que
seriam letais para a maioria da populacdo normal suscetivel da mesma espécie
(Beaty e Marquardt 1996). Dentro deste trabalho, chamaremos ‘resisténcia a
inseticidas’ como ‘resisténcia’.

Nas avaliacbes de resisténcia, 0s ensaios mais relevantes sédo o0s
bioensaios - qualitativos ou quantitativos, com larvas ou espécimes adultos. Os
ensaios de larvas com inseticidas neurotoxicos sdo feitos por 24 horas de
exposicao, e o que se avalia sdo as concentragdes letais (OMS 2005). No caso
de IGR, investiga-se a inibicdo da emergéncia dos adultos e, por isso, a

exposicao € continua (Martins et al.,, 2008). Para exame da resisténcia de
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mosquitos adultos, existem dois principais tipos de ensaios: um que emprega
papéis impregnados com inseticidas — padronizado pela OMS (cujas leituras de
mortalidade séo feitas depois de 1 hora de exposi¢ao, seguida de 24 horas de
recuperacdo) (OMS 2006, Maciel-de-Freitas et al. 2014); e o outro, que adota
garrafas impregnadas, preconizado pelo CDC, faz a avaliacdo do tempo letal
ou da taxa de mortalidade em intervalo especifico para cada inseticida
(Brogdon e McAllister 1998, da-Cunha et al. 2005).

Considera-se que existem quatro principais mecanismos de resisténcia
a inseticidas nos insetos: comportamental; reducdo da penetracdo do
inseticida; aumento na detoxificacdo destes compostos (esta também
conhecida como resisténcia metabdlica); e insensibilidade do sitio alvo do

inseticida.

1.4.1 Resisténcia comportamental

Ocorre quando o inseto adquire a habilidade de evitar contato com
doses letais de inseticida. Além disso, parece ter relacdo com as propriedades
de excito-repeléncia e desalojamento promovidas pelos Pl e pelo dicloro difenil
tricloroetano (DDT, da classe dos organoclorados), que contribuiriam para
reduzir a propor¢cdo de mosquitos que entra nas habitacdes, assim como para
mudar seu periodo de maior atividade (Hemingway et al. 2004).

Em Anopheles albimanus (Wiedemann, 1820), por exemplo, que é
considerado vetor de malaria nas Ameéricas, existem evidéncias de que o
mosquito evita as casas onde foi aplicado inseticida DDT ou PI. O estudo
demonstrou que 0s espécimes tendem a ndo entrar ou a permanecer menos
tempo dentro das habitagbes que contém os inseticidas (Chareonviriyaphap et
al. 1997).

Comportamento parecido foi demonstrado para Anopheles darlingi
(Root, 1926), incriminado como vetor de malaria na Regido Amazénica. Dois
meses apods aplicacdo de DDT nas paredes das habitaces, foi demonstrada a
selecdo de fémeas que entravam nas casas, faziam o repasto sanguineo e
entdo, saiam rapidamente sem repousar nas paredes, como era o0 habitual

antes do uso de DDT pelos programas de controle (Roberts e Alecrim 1991).
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1.4.2 Reducdo na penetracado do inseticida

A penetracdo de um xenobidtico no organismo do inseto geralmente é
rapida. No entanto, o0 espessamento ou a modificagdo de algumas
caracteristicas fisico-quimicas da cuticula podem gerar diminuicdo de sua
permeabilidade, levando a reducdo da taxa de penetracdo do inseticida
(Georghiou 1994).

Adicionalmente, a superficie cuticular dos insetos é recoberta por uma
fina camada de variadas substancias, sendo lipideos e ceras as principais.
Estas ceras estdo relacionadas com a resisténcia a dessecacao e alteram a
absorcdo de compostos quimicos e a penetracdo de micro-organismos e,
portanto, tém um papel importante na sobrevivéncia dos insetos (Stanley-
Samuelson et al. 1988; Ginzel e Blomquist 2016). Nesse sentido, alteracGes
gue modifiguem a camada lipidica também poderiam impactar na penetracéo
dos inseticidas.

Acredita-se que a reducdo da penetracdo dos inseticidas ocasione
baixos niveis de resisténcia, e que este mecanismo esteja frequentemente
associado a outros (Braga e Valle 2007b). Uma explanacdo possivel seria o
atraso no acesso do inseticida ao organismo do inseto, resultando em
sinergismo com o mecanismo de biotransformagdo de xenobidticos, como

postulado por Plapp em 1976.

1.4.3 Resisténcia metabdlica

Quando um organismo entra em contato com um Xxenobiotico, um
processo de biotransformacao é disparado, com o objetivo de tornar a molécula
exodgena mais hidrofilica, facilitando assim sua excrecdo (Montella 2008; Viana-
Medeiros 2011).

A biotransformacdo de xenobidticos € catalisada por um sistema
multienzimatico, sendo as principais superfamilias envolvidas, as das oxidases
de funcdo mdultipla (MFO) e esterases (EST) - responsaveis por modificar
guimicamente as moléculas exdgenas; e as glutationa S-transferases (GST) —
capazes de conjugar o inseticida com o tripeptideo enddgeno glutationa
(Feyereisen 1999; Wheelock et al. 2005; Frova 2006). Além disso, este
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processo compreende também uma etapa de compartimentalizacdo e/ou
excrecdo dos metabdlitos gerados, que se acredita ser mediada principalmente
por transportadores ABC (ABC do inglés ‘ATP-binding cassette’; Locher 2009).

Quando o xenobidtico € um inseticida, o aumento da atividade de tais
enzimas detoxificadoras, ou de transportadores ABC, pode resultar na
resisténcia metabdlica (Hemingway e Ranson 2000; Hemingway et al. 2004;
Braga e Valle 2007b; Li et al. 2007). Tal aumento de atividade nos insetos
resistentes poderia derivar de:

i) amplificacdo génica (aumento do numero de cépias dos genes que
codificam uma ou mais enzimas envolvidas na detoxificagcéo);

i) expressao génica alterada (decorre de mutacdo na regido promotora
dos genes, geralmente resultando em aumento de sua expressao);

iii) modificacdo estrutural (mutacéo na regido codificante resultando em
espécie molecular com maior atividade e/ou afinidade pelo composto
inseticida).

Notadamente, a abordagem metodolégica mais usada para avaliar a
participacdo das enzimas detoxificadoras na resisténcia a inseticidas sao
ensaios bioquimicos feitos na rotina dos programas de controle, em todo o
globo (ver detalhamento adiante; Mourya et al. 1993; Montella et al. 2007;
Marcombe et al. 2009; Polson et al. 2011; Viana-Medeiros 2011; Bellinato et al.
2016; Bisset et al. 2016). Adicionalmente, tais ensaios sdo utilizados para
avaliar a inibicdo da atividade do alvo de OP — a enzima acetilcolinesterase
(detalhado no proximo item).

1.4.4 Insensibilidade do alvo de inseticidas

Esta secédo sera restrita ao estudo da acetilcolinesterase (Ace) e do
canal de sédio regulado por voltagem (Nay), que sdo os sitios de acdo dos

inseticidas neurotéxicos OP e PI, respectivamente.
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1.4.4.1 Acetilcolinesterase — alvo de OP

A Ace é a enzima responsavel pela degradacdo do neurotransmissor
excitatorio acetilcolina, contribuindo assim para cessar a transmissdo dos
impulsos nervosos (Soreq e Seidman 2001). E também o alvo dos inseticidas
OP e CB. A inibicdo da enzima pelos inseticidas OP e CB gera excitacédo
excessiva que, eventualmente, pode culminar na morte do inseto (Wu et al.
2010).

Comparacdo de sequéncias e analises filogenéticas apontam que a
maioria dos insetos apresenta dois genes codificantes para a Ace,
denominados ace-1 e ace-2 (Weill et al. 2002; Cassanelli et al. 2006; Huchard
et al. 2006; Jiang et al. 2009). Até o0 momento, todos os casos de resisténcia
em mosquitos se relacionam a mutacdes pontuais na regido codificante do
gene ace-1 e, em geral, reduzem marcadamente a sensibilidade da enzima aos
inseticidas (Weill et al. 2003, 2004; Mori et al. 2007; Alout et al. 2008). A
mutagcdo tida como “classica” (por ter ocorrido variadas vezes, de forma
independente e em diferentes espécies) € a G119S (posicao de acordo com a
primeira estrutura tridimensional de uma ace-1 publicada, que foi a da arraia
Torpedo californica [Ayres, 1855]) (Weill et al. 2003). Outras muta¢des no
referido gene, que também se correlacionam a resisténcia a OP e CB, séo
F331W em Culex tritaeniorhynchus (Giles, 1901) e F290V em Culex pipiens
(Linnaeus, 1758) (Hemingway et al. 2004; Nabeshima et al. 2004; Alout et al.
2008).

Rotineiramente, entretanto, para a avaliacdo de alteracfes na inibicao
da Ace, aplica-se a metodologia bioquimica classica, e ndo a andlise da
sequéncia polipeptidica do gene ace-1 (Raymond et al. 1985; Brogdon et al.
1988; ffrench-Constant e Bonning 1989; Montella et al. 2007; Marcombe et al.
2009; Polson et al. 2011; Bellinato et al. 2016). O teste consiste de duas
reagfes enzimaticas: uma que quantifica a atividade total da Ace usando
acetiltiocolina como substrato, e a outra, a reducao da atividade desta enzima
na presenca de propoxur, um CB usado como inibidor. O resultado do ensaio é
dado pela diferenca entre as duas reacgdes, sendo geralmente expresso em
percentual de atividade remanescente na presenca do inibidor (Ellman et al.
1961; Hemingway 1998).

20



Especificamente para a avaliacdo das taxas de inibicdo de atividade da
Ace, nos ensaios bioquimicos, existe um critério proposto pela OMS
(Hemingway 1998). Este critério aponta como alterados os casos em que ha
mais de 30% de atividade remanescente depois da inibicdo com propoxur.
Alternativamente, existe um critério que usa como ponto de corte o percentil 99
da cepa referéncia de suscetibilidade Rockefeller (Kuno 2010), e que classifica
toda a populagcédo como tendo 'acetilcolinesterase alterada' se forem detectados
mais que 15% de individuos com atividade superior ao percentil 99 de
Rockefeller depois da inibicdo com propoxur (Valle et al. 2006; Montella et al.
2007). Tais critérios, logicamente, levam a conclus@es distintas, e a relevancia
biolégica de cada um destes ndo esta bem entendida (Viana-Medeiros 2011;
Polson et al. 2011; Resultados/Capitulo 2).

A exemplo do que ocorre com outros insetos, em culicideos, o cédon
119 do gene ace-1 é traduzido em uma glicina, sendo esta codificada por
‘GGA’ ou ‘GGC’. Nos géneros Culex e Anopheles, o cédon comumente
encontrado é o ‘GGC’ e, nas populagbes que apresentam mutacdo nesta
posicdo, esta origina o aminoacido serina (‘GGC’ para ‘AGC’), o que gera
indices de resisténcia a OP e CB extremamente altos (Weill et al. 2003, 2004;
Huchard et al. 2006). No entanto, em A. aegypti o cédon encontrado na posi¢ao
119 é 'GGA' (Welill et al. 2004), o que restringe mutacdes que geram alteracao
de aminoacido; este fenébmeno foi verificado em 26 populacdes naturais de A.
aegypti de todo o globo. Por outro lado, trabalho recente indica a ocorréncia do
cédon ‘GGC’ na cepa Rockefeller e de um cdédon ‘AGC’ em uma populacao
indiana do vetor, e serd pontuado adiante (Muthusamy e Shivakumar 2015).

Com isso, até o momento, de nosso conhecimento, ndo h& evidéncia
na literatura de que, na espécie A. aegypti, resisténcia a OP esteja associada a
alteracdo da Ace, em populacdes do campo. No entanto, existem dois estudos
gue sugerem, de forma indireta, que este mecanismo esteja ocorrendo nesta
espécie (Polson et al. 2011; Muthusamy e Shivakumar 2015).

Em 2011, Polson et al. relataram alteracdo no perfil de inibicdo da Ace,
determinada através da metodologia bioquimica classica em populacbes
naturais de A. aegypti oriundas de Trinidad. No entanto, tais alteragbes foram
detectadas pela aplicacdo do critério de classificagdo proposto por Valle et al.

(2006), que, conforme mencionado anteriormente, € sensivel o suficiente para

21



exacerbar as pequenas diferencas existentes entre tais populacdes de campo e
a cepa suscetivel usada (Polson et al. 2011). Além disso, neste trabalho a cepa
Rockefeller mostrou um perfil similar ao das populacbes de campo
classificadas como alteradas pelo critério de classificacdo adotado, estando em
todos os casos, abaixo dos 30% de atividade remanescente — ponto de corte
da OMS; o que levanta questionamento acerca da significAncia biolégica das
diferencas sugeridas no referido trabalho.

Em 2015, Muthusamy e Shivakumar relataram deteccdo de mutacOes
na posicédo 119 do gene ace-1 de uma populagéo indiana de A. aegypti, e da
cepa Rockefeller. No entanto, os dois cédons detectados foram diferentes de
todos os resultados anteriores obtidos para esta espécie (Weill et al. 2004;
Huchard et al. 2006). Intriga que tais substituicbes tenham resultado apenas
em sutil alteracdo do perfil de inibicAo da Ace na populacdo mutada. Este
resultado é conflitante porque a ocorréncia de troca de aminoacido na posi¢ao
119 de ace-1 sempre ocasiona marcada alteracdo na inibicdo da Ace. Isto foi
demonstrado por Weill et al. (2004) em experimento de mutacdo induzida no
vetor, e por diversos autores que estudaram a referida mutacéo, que ocorre
naturalmente em populacdes de Culex sp. e Anopheles sp. de diferentes
origens geograficas (Raymond et al. 1985; Hemingway et al. 1986; Moores et
al. 1988; ffrench-Constant e Bonning 1989).

1.4.4.2 Canal de sddio requlado por voltagem (Nay) — alvo de Pl

A resisténcia de A. aegypti a PIl, por outro lado, ja é caracterizada,
desde 2009, em diversas popula¢des naturais do pais, mediada entre outros,
por mutagBes no sitio-alvo destes compostos (Martins et al. 2009; Linss et al.
2014). No inseto suscetivel, o Pl se liga ao Nay mantendo-o em sua
conformacdo aberta, o que gera a transmissdo de impulsos repetitivos, e
eventual paralisia e morte. O inseto resistente a Pl por alteracédo do Nay, por
outro lado, tomba devido ao rapido efeito ‘knock-down’ mas depois de algum
tempo se recupera. Por isso, mutacées no Nay que resultam em resisténcia a
Pl sdao comumente chamadas de mutagbes kdr (do inglés ‘knock-down
resistance’). Ha registros de substituicdes em varias posi¢cées do Nay de A.
aegypti relacionadas a resisténcia a Pl (Martins e Valle 2012).
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No Brasil, sdo relatadas substituicdes nas posi¢cdes 1534, 1016 e 1011.
No entanto, a alteracdo no sitio 1016 ndo é encontrada de forma isolada,
estando sempre associada a mutacdo kdr do sitio 1534 — essas Ultimas,
significativamente relacionadas a resisténcia aos Pl (Linss et al. 2014). Apesar
de ter sido sugerida correlacdo entre a resisténcia a Pl e uma mutacdo no sitio
1011 (Met) do gene Nay, em uma populacdo de A. aegypti (Lima et al. 2011),
Martins et al., em 2013, reportaram a ocorréncia desta mutacdo em pelo menos
15 populacdes brasileiras, mas sem correlacéo significativa com a resisténcia a
Pl. Embora, no estudo de Lima et al. 2011 a presenca da mutacdo 1534 nao
tenha sido investigada, sabe-se que j4 estava presente na regido avaliada
(Linss et al. 2014). Além disso, a comparacao entre linhagens de background
genético similar, diferindo apenas pela presenca das mutacdes nas posicoes
1534, 1016/1534 e 1011, sugere que a linhagem com a mutacdo 1011 ndo seja
resistente aos PI (Martins AJ, comunicagdo pessoal). De acordo, em
populacdes brasileiras e estrangeiras do vetor, as mutacdes kdr mais
amplamente estudadas sdo Vall534lle e Phel016Cys (Martins et al. 2009;
Harris et al. 2010; Yanola et al. 2011; Linss et al. 2014).

1.45 Metodologias para avaliacdo dos mecanismos de resisténcia

Atualmente, a maior parte dos procedimentos rotineiros de avaliacao
dos mecanismos de resisténcia passiveis de uso em grande escala se baseiam
em ensaios bioquimicos. Tais ensaios se aplicam principalmente a resisténcia
metabdlica; quantifica-se a atividade de trés classes de enzimas: EST, MFO e
GST. No entanto, técnicas modernas de avaliagdo de genomas inteiros e de
suas manifestacdes em resposta a diferentes desafios tém permitido vislumbrar
um cenario de grande complexidade. No caso de A. aegypti, 0 sequenciamento
completo do genoma e o emprego de analises de expressao génica global tais
como os microchips de DNA (com o uso do “Aedes detox chip”, descrito
originalmente por Strode et al. 2008) ou 0 sequenciamento em larga escala de
transcritos (‘RNAseq’), apontam situagées que os procedimentos bioquimicos
rotineiros atuais ndo podem elucidar (metodologias detalhadas adiante). Alguns

exemplos:
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i) cada uma das classes de enzimas envolvidas com a ‘resisténcia
metabdlica’ € composta por dezenas de espécies moleculares, que podem ou
nao estar envolvidas com a resisténcia a diferentes inseticidas, e possuir
diferentes especificidades;

i) uma mesma enzima pode ter afinidades distintas por inseticidas de
classes diferentes, ou mesmo inseticidas distintos da mesma classe,
contribuindo diferencialmente para a resisténcia,;

iii) as técnicas mais modernas de avaliagdo comecam a ratificar que
cada populacédo tem uma ‘identidade biolégica’ propria, que pode ter influéncia
decisiva sobre os mecanismos de resisténcia que ira expressar frente a uma
pressao de selecdo especifica.

Quando a quantificacdo da atividade das trés principais classes de
enzimas relacionadas a resisténcia metabdlica foi incorporada a rotina do
monitoramento, havia expectativa de que esta iniciativa pudesse contribuir
decisivamente para a compreensdo dos mecanismos de resisténcia e para a
definicdo de estratégias precisas de manejo. De fato, no Brasil, por exemplo, foi
possivel constatar relagéo entre o histérico de uso dos inseticidas para controle
de A. aegypti e a dindamica de atividade destas classes enzimaticas ao longo
dos anos (Montella et al. 2007). Contudo, uma correlagdo direta entre perfis e
mecanismos de resisténcia ndo foi evidente quando cada populacdo foi
analisada separadamente (Montella et al. 2007; Viana-Medeiros 2011). Esta
falta de correlacdo poderia ser o resultado de desconhecimento tanto dos
painéis completos de resisténcia de populagbes especificas do vetor quanto da
totalidade dos potenciais mecanismos envolvidos com a resisténcia, em cada
caso. Adicione-se a este cenario o fato de que a atividade das enzimas
relacionadas a resisténcia metabolica (e também da acetilcolinesterase) é
modulada ao longo do desenvolvimento de A. aegypti: dependendo da familia
enzimatica, sdo observados padrdes de atividade caracteristicos (Viana-
Medeiros 2011).

Estes estudos possibilitaram identificar que a resisténcia nas
populacdes brasileiras do vetor tem carater multifatorial, com a contribuicdo de
diferentes grupos de enzimas (Montella et al. 2007; Viana-Medeiros 2011). E
possivel, por exemplo, que em cada uma das trés classes de enzimas

avaliadas, conjuntos distintos de espécies moleculares sejam ativados em
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funcdo da historia prévia das populacbes do vetor. Assim, aplicando-se o
procedimento bioquimico padrdo, o cenario preciso dos mecanismos de
resisténcia em cada caso n&do poderia ser vislumbrado. Conjuntamente, tais
dados apontavam para a necessidade de avancar no detalhamento das
espécies moleculares potencialmente responsaveis pela resisténcia aos
diferentes inseticidas, em populacdes brasileiras de A. aegypti, como requisito
para a identificagcdo de “mecanismos diagnodsticos”. Para tanto, atualmente
estdo disponiveis metodologias que envolvem microchips de DNA e RNAseq,
capazes de identificar diferencas na expressdo de genes especificos
(resultantes tanto de amplificacdo génica quanto de expressao génica
alterada). Além disso, 0 RNAseq é também capaz de avaliar a ocorréncia de
mutacdes na regido codificante dos genes de interesse.

Enquanto os microchips de DNA contém sondas que permitem a
deteccdo dos transcritos de interesse, 0 RNAseq utiliza o sequenciamento de
bibliotecas inteiras de cDNA. Sendo assim, o ‘Aedes detox chip’ usado na
técnica de microchips de DNA vem sofrendo frequentes atualizaces,
apresentando atualmente sondas especificas para 1089 genes (sendo
originalmente 235), todos j& previamente relacionados com a resisténcia a
inseticidas neste vetor (Strode et al. 2008; Marcombe et al. 2009; Saavedra-
Rodriguez et al. 2012, 2015; Dusfour et al. 2015). No entanto, uma questao, a
limitacdo dos genes avaliados, ainda persiste: a resisténcia poderia ter relacao
com outros genes, ainda ndo apontados; neste caso, estes genes nao seriam
contemplados na avaliagao.

As metodologias de sequenciamento em larga escala atualmente
disponiveis, por sua vez, permitem que a analise de RNAseq identifique
diferencas de expressao génica com precisdo considerada maior do que 0s
microchips de DNA. Tal abordagem permite, por exemplo, uma melhor
deteccao de transcritos pouco abundantes (Zhao et al. 2014). Por outro lado, a
imensa quantidade de dados gerados requer a aplicagdo de programas de
bioinformética para tratamento adequado, e também o uso de potentes
servidores para processamento. Entretanto, ainda ndo é possivel aplicar estas
metodologias modernas na rotina do monitoramento de populacdes de campo,
em grande escala, em funcdo ndo somente da complexidade da andlise, mas

também dos custos.
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1.4.6 Algumas notas sobre os mecanismos de resisténcia a inseticidas

Até o inicio do século corrente, acreditava-se que o mecanismo de
penetracdo reduzida era o menos importante, por conferir “apenas um grau
baixo e adicional de resisténcia” (Plapp 1976; Georghiou 1994; Braga e Valle
2007b). E o mecanismo de resisténcia a inseticidas menos estudado. No
entanto, recentemente, verificou-se que a resisténcia de populagdes argentinas
de barbeiros tem relagdo com tal mecanismo (Juaréz e Fernandez 2007;
Pedrini et al. 2009; Juarez et al. 2010). Observou-se, por exemplo, que havia
uma diferenca importante na cuticula de insetos resistentes a Pl e insetos
suscetiveis. Os barbeiros resistentes possuem cuticula mais espessa e uma
quantidade 54% maior de hidrocarbonetos de superficie do que os suscetiveis.
Inclusive, parece que este € um mecanismo bastante importante para a
resisténcia de triatomineos a inseticidas (Pessoa et al. 2015).

Além disso, com a possibilidade de se avaliar transcriptomas de
amostras resistentes e suscetiveis de diferentes espécies de insetos, €
crescente o numero de relatos que correlacionam resisténcia a inseticidas com
a maior expressao de enzimas cuticulares (David et al. 2010; Riaz et al. 2013;
David et al. 2014).

Por outro lado, o avanco nos estudos sobre a resisténcia metabdlica
revela alteracdo de algumas espécies moleculares de enzimas detoxificadoras,
gue em alguns casos, seriam relacionadas a resisténcia tanto a compostos OP,
como também aos da classe dos PI, o que ratifica o carater multifatorial da
resisténcia em A. aegypti (Viana-Medeiros 2011; Saavedra-Rodriguez et al.
2012). As alteracdes mais relatadas sdo mudangas quantitativas e qualitativas
de genes que codificam MFO, principalmente das familias CYP6 e CYP9
(Marcombe et al. 2009; Dusfour et al. 2011; Riaz et al. 2013; David et al. 2014;
Kasai et al. 2014; Saavedra-Rodriguez et al. 2015; Dusfour et al. 2015; Ishak et
al. 2017). Alguns estudos relatam casos de amplificagdo génica e ativagdo da
transcricdo do gene CCEae3a — que codifica uma EST (Strode et al. 2012;
Poupardin et al. 2014; Grigoraki et al. 2016; Goindin et al. 2017; Melo Costa
2017). Outros trabalhos apontam aumento de expressao de cinco genes que
codificam GSTs da classe Epsilon, principalmente os genes GSTe2 e GSTe3

(Strode et al. 2012; Faucon et al. 2017; Goindin et al. 2017), em populagbes

26



naturais de A. aegypti de todo o mundo. Tais alteracbes de EST seriam
primariamente relacionadas com a resisténcia a OP e as de GST, com a
resisténcia a compostos PIl. No entanto, alguns desses relatos também fazem
mencdo a participacdo dessas duas familias de enzimas, EST e GST, na
resposta do vetor a compostos das duas classes, OP e Pl (Goindin et al. 2017,
Melo Costa 2017).

Adicionalmente, a ultima fase da biotransformacdo dos xenobioticos
compreende a sua exportacdo da célula. Nesse sentido, transportadores ABC
(do inglés ‘ATP-binding cassette') parecem ser os responsaveis pelo transporte
ativo de pelo menos 27 diferentes compostos inseticidas (Buss e Callaghan
2008). Ha relatos de resisténcia a inseticidas mediada, dentre outros, por
alteracdo quantitativa ou qualitativa de genes que codificam transportadores
ABC em insetos (Srinivas et al. 2004; Gahan et al. 2010; Silva et al. 2012). No
entanto, poucos estudos correlacionam a resisténcia a inseticidas com
alterac6es em transportadores ABC em culicideos (Dermauw e Leeuwen 2013;
Porretta et al. 2016). Usando inibidor de atividade dos transportadores ABC e
RTgPCR, Epis et al. (2014) assinalaram o envolvimento desta classe com a
resposta ao Pl permetrina, em bioensaios com larvas de uma cepa suscetivel
de A. stephensi. Em 2012, foi relatada maior expressdo de um gene que
codifica um transportador ABC (ABCB4) em populacdes naturais de A. aegypti
oriundas das llhas Cayman e de Cuba, resistentes a Pl (Bariami et al. 2012).
Foi inclusive verificado que tal alteragdo resulta, a0 menos em parte, de
amplificagéo génica. Outro estudo recente sugeriu alteragdo na expressao de
genes que codificam transportadores ABC em A. aegypti, em populacdes
naturais resistentes ao OP temephos (Poupardin et al. 2014). Usando a
combinacdo de enriguecimento de genes alvo com sequenciamento de alta
vazéo, Faucon et al., em 2015, relacionaram altera¢cdes qualitativas de genes
qgue codificam transportadores ABC com a resisténcia ao Pl deltametrina em
populacdes de campo de A. aegypti oriundas de diferentes partes do mundo.
Foi também sugerido que a sele¢do independente com trés inseticidas - o
neonicotinéide imidacloprid, o Pl permetrina, e o CB propoxur - elicitou
alteracdes na regido codificante de genes de transportadores ABC (David et al.
2014).
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Por outro lado, a insensibilidade do sitio alvo parece decorrer de uma
ou poucas mutacdes, o que se justifica por serem moléculas vitais para a
manuteng¢ao das fung¢des regulares do organismo do inseto, como um todo
(Huchard et al. 2006; Garcia et al. 2009). Aditivamente, a experiéncia mostra
que, em geral, é possivel correlacionar mutacdes kdr e indices marcadamente
elevados de resisténcia aos Pl. Segundo Donnelly et al. (2009), a relacdo entre
as mutacOes kdr e a resisténcia a Pl é clara; porém, tais mutacbes nao
‘explicariam toda a resisténcia’, uma vez que se trata de um fendmeno

complexo e multifatorial, assim como ja pontuado anteriormente neste estudo.

1.5 Justificativa e apresentacao datese

A resisténcia a Pl estad disseminada em populaces brasileiras de A.
aegypti de todo o Brasil. Por isso, a partir de 2009, foi introduzido o OP
malathion no controle das formas aladas do vetor — Unico composto
recomendado pela OMS para aplicacdes espaciais que nado é da classe dos PI.
De fato, ensaios iniciais demonstraram suscetibilidade ao malathion em
populacdes naturais brasileiras de A. aegypti, 0 que, de certa forma, validou
seu uso como inseticida de escolha para o controle dos adultos.

Com isso, a antecipacdo de um potencial evento de resisténcia a
malathion, assim como a elucidacdo dos possiveis mecanismos envolvidos,
eram de grande valor para a definicho de estratégias racionais que
prolongassem seu uso como alternativa viavel para o controle de A. aegypti no
Brasil. Nesse sentido, foram escolhidas duas populacdes naturais do vetor ja
sabidamente resistentes ao larvicida temephos — OP que tem estrutura quimica
marcadamente diferente do malathion. Uma delas é proveniente de uma regiao
do pais que apresenta niveis de resisténcia para temephos excepcionalmente
altos, o que poderia sugerir mecanismos de resisténcia distintos daqueles
presentes no restante do pais. O status de resisténcia das duas populacdes
frente aos principais inseticidas utilizados no Brasil para controle de Aedes
aegypti foi avaliado. Investigou-se também os mecanismos de resisténcia,
usando as metodologias classicamente empregadas na rotina do
monitoramento e aspectos do desenvolvimento e da viabilidade das duas
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populacdes de campo. Este € o Capitulo 1 da secdo Resultados, que esta no
prelo no Medical and Veterinary Entomology (Anexo A).

Selecionamos em laborat6rio, com malathion, por cinco geracdes, as
duas populacdes naturais brasileiras do vetor de dengue previamente
caracterizadas. Havia também controles de cada populacdo, mantidos em
paralelo, sem contato com inseticidas. Foram avaliados aspectos como o status
de resisténcia frente aos inseticidas usados no controle do vetor no pais e os
mecanismos de resisténcia. Para tanto foram usadas metodologias
empregadas na rotina do monitoramento da resisténcia de vetores a
inseticidas: 'bioensaios’, 'ensaios bioguimicos' e 'ensaios moleculares'. Os
resultados estédo apresentados no Capitulo 2 dos Resultados.

Iniciamos ainda a investigacdo de mudancas globais no conjunto de
genes expressos em cada situacdo, por meio de analise de transcriptomas.
Embora preliminares, os dados indicam alteracdo de categorias de proteinas
ndo avaliadas pelos métodos rotineiros de monitoramento dos mecanismos de

resisténcia (Resultados, Capitulo 3).
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OBJETIVO GERAL

Avaliar, em duas populacdes naturais de A. aegypti brasileiras, em

condi¢cdes de laboratério, a influéncia da pressdo de selecdo com o OP

malathion sobre a resisténcia e 0s potenciais mecanismos relacionados.

Objetivos especificos

1) Realizar a caracterizagao inicial das duas populagbes de campo de A.

aegypti utilizadas

1.1) Quantificar a resisténcia frente aos principais inseticidas utilizados no

pais para seu controle;

1.2) Investigar os principais mecanismos de resisténcia envolvidos, por

meio de técnicas moleculares e bioquimicas usadas na rotina de

monitoramento da resisténcia;

1.3) Avaliar aspectos do desenvolvimento e da reproducao.

2) Selecionar larvas das duas populagbes de A. aegypti escolhidas com o OP

malathion.

2.1) Conduzir a sele¢do com concentracdo fixa de malathion, equivalente a

dose que provoca pelo menos 80% de mortalidade na primeira geracéo

exposta, e prosseguir até que a mortalidade seja inferior a 20%;

2.2) Quantificar a resisténcia das amostras poés-selecdo frente aos

principais inseticidas usados no controle de A. aegypti no Brasil,

2.3) Investigar os principais mecanismos de resisténcia das amostras pos-

selecéo, com as metodologias usadas na rotina do monitoramento da

resisténcia de vetores a inseticidas (ensaios bioquimicos e

moleculares).

3) Sequenciar em larga escala, por tecnologia ‘lllumina’, os transcritos das duas

populacdes de campo selecionadas com o OP malathion, e comparar os

indices de transcricdo com a geracéo inicial de cada populagéo, e com 0s

grupos controle mantidos sem qualquer inseticida.
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APRESENTACAO DOS RESULTADOS

Os resultados estdo organizados em trés capitulos que contém, na
sequéncia:

i) a caracterizacado inicial das populacfes naturais usadas no estudo.
Foram avaliados: a resisténcia aos principais inseticidas usados no controle em
campo, O0S mecanismos de resisténcia, e eventuais impactos no
desenvolvimento e viabilidade

i) a selecdo com o organofosforado malathion, em laboratério, de duas
populac6es naturais de A. aegypti. Este capitulo inclui tanto a quantificacdo da
resisténcia quanto a avaliagdo dos mecanismos envolvidos no material mantido
em laboratorio.

iii) avaliacbes preliminares das variacdes nos indices de expressao
génica associadas com a adaptacdo ao malathion e com a adaptacao a criacédo
em laboratorio.

O primeiro estudo esta no prelo, na revista Medical and Veterinary
Entomology. A versdo em portugués esta no capitulo um, assim como a carta
de aceitacdo da revista, e a prova de prelo do artigo, no Anexo A.

O segundo capitulo detalha as alteracBes no perfil de suscetibilidade
aos inseticidas, em resposta a selecdo e a manutencdo em ambiente livre de
inseticidas, através de duas abordagens analiticas. Além disso, neste capitulo
foram aplicadas metodologias de rotina na avaliacdo dos mecanismos de
resisténcia potencialmente envolvidos.

O capitulo trés descreve de maneira sucinta as diferencas de
expressdo que ocorreram em resposta a selecdo com o malathion e/ou, em
decorréncia da adaptacdo a manutencdo em laboratorio. Este contém também
a descricdo das metodologias de bioinformatica adotadas. No entanto, resta
ainda a analise de eventuais mudancas na regido codificante dos genes nas

amostras estudadas.
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1.1 Resumo

No Brasil, a resisténcia de populagdes de Aedes aegypti aos inseticidas
piretréides (Pl) e ao organofosforado (OP) temephos estd disseminada.
Atualmente, os reguladores do desenvolvimento de insetos (IGR) e o OP
malathion sdo empregados, respectivamente contra larvas e adultos.
Bioensaios com mosquitos de dois municipios do Nordeste, Crato e Aracaju,
revelaram, para ambas as populagdes, suscetibilidade a IGRs e malathion
(RRgs = 2,0), confirmando a efetividade desses compostos. Em contraste, os
niveis de resisténcia a temephos e deltametrina (Pl) foram altos (RRgs> 10),
consistente com um controle quimico intenso. Inclusive, as RRgs de Crato eram
maiores que 50 para ambos os compostos. Os mutantes kdr, no canal de sodio
regulado por voltagem, o sitio alvo de PI, corresponderam a 43% e 32% dos
mosquitos de Aracaju e Crato, respectivamente. Os ensaios bioquimicos
revelaram maior atividade da resisténcia metabdlica (esterases, oxidases de
funcdo mista e glutationa S-transferases) em Aracaju. Quanto aos aspectos de
fitness, embora a eficiéncia de cépula tenha sido prejudicada de forma
equivalente nas duas populagcbes, os mosquitos de Aracaju foram mais
afetados, com maior tempo de desenvolvimento larvar; menor aceitacdo do
repasto sanguineo; ingurgitamento reduzido e producdo de menor namero de
ovos por fémea. Em comparacdao com Crato, 0s mosquitos de Aracaju exibem
RRgs menores para OP e PI, maior participacdo de enzimas detoxificadoras e
mais aspectos de fithess afetados. A relacdo potencial entre 0s mecanismos de

resisténcia operantes e a viabilidade dos mosquitos é discutida.

Palavras-chave

Aedes aegypti; diflubenzuron; fitness; resisténcia a inseticidas;

organofosforados; piretroides; mecanismos de resisténcia.
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1.2 Introducao

O Aedes aegypti é o principal vetor de dengue. Mais recentemente,
Zika e chikungunya, dois outros virus transmitidos por este mosquito, estao
ameacando diversos paises ao redor do mundo. Em nenhum caso
medicamentos especificos estédo disponiveis. Embora existam algumas vacinas
candidatas contra dengue (Schwartz et al., 2015), os esfor¢cos neste sentido em
relacdo aos outros virus estdo apenas comecando. Além disso, deve-se
considerar que A. aegypti tem potencial de transmitir varios outros agentes
patogénicos emergentes, devido aos seus habitos sinantropicos e a sua grande
competéncia vetorial para tais virus. Em um cenario como este, a prevencao
dessas doencas depende de medidas de controle direcionadas para diminuir a
densidade de seu vetor principal, A. aegypti. Apesar da crescente atencéo
dada ao controle mecénico e ao engajamento social, 0s inseticidas quimicos
ainda sao ferramentas amplamente utilizadas. As principais classes de
inseticidas neurotoxicos empregadas hoje em dia para o controle de vetores de
doencas sao organofosforados (OP) e piretroides (PI) (Ranson et al., 2010;
Valle et al., 2015).

Durante mais de trinta anos, apenas compostos OP foram utilizados
para o controle de A. aegypti no Brasil. A deteccdo de resisténcia ao larvicida
temephos, no final da década de 1990, resultou no uso de inseticidas de
diferentes classes contra larvas e adultos: a bactéria entomopatogénica
Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) foi empregada contra larvas e o0s
compostos Pl foram utilizados no controle de adultos (Braga & Valle, 2007a).
Contudo, poucos anos depois, o Ministério da Saude interrompeu o uso de Bti
em escala nacional. Desde 2009, os reguladores do desenvolvimento dos
insetos (do inglés Insect Growth Regulators - IGR) sdo empregados no controle
de larvas, em um esquema programado; os inibidores da sintese de quitina (do
inglés chitin synthesis inhibitors - CSI) foram aplicados até 2013. Diflubenzuron
foi o CSI inicialmente escolhido. Embora ndo empregado durante o periodo
coberto pelo presente trabalho e, portanto, ndo usado aqui, desde 2014, o
analogo de hormonio juvenil pyriproxyfen é utilizado para o controle de larvas
(MS-SVS, 2014).
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Quanto aos mosquitos adultos, o uso doméstico de inseticidas PI
provavelmente contribuiu para a selecdo de populagdes resistentes (da-Cunha
et al., 2005; Montella et al., 2007; Linss et al., 2014). Esse uso descontrolado
de PI, disponivel no mercado varejista, aumenta em periodos epidémicos e,
embora dificil de quantificar, supde-se induzir resisténcia mesmo quando néo
h& aplicacbes de PI por parte dos profissionais de saude publica (Maciel-de-
Freitas et al., 2014 ). Esta disseminacédo da resisténcia a Pl impediu a utilizagao
da maioria dos adulticidas recomendados pelo Esquema de Avaliacdo de
Pesticidas da Organizacdo Mundial da Salde para o controle de mosquitos A.
aegypti (WHO, 2012). Em 2009, o OP malathion, o Unico composto nao-PI
recomendado para pulverizacdo espacial contra A. aegypti, foi gradualmente
introduzido como adulticida no pais (MS-SVS, 2009b). No inicio, isso foi feito
especificamente nos municipios onde a resisténcia Pl havia sido detectada.
Atualmente, a substituicdo esta em andamento em todo o territério nacional.

Os principais mecanismos de resisténcia a inseticidas séo: a)
mudancas estruturais em seus sitios-alvo que impedem a interacdo com
inseticidas; b) um aumento na capacidade de detoxificacdo dos inseticidas,
conhecida como resisténcia metabdlica; (Valle et al., 2015).

A enzima acetilcolinesterase (AChE), presente na fenda sinaptica, é
alvo de inseticidas OP; AChE inativa o neurotransmissor acetilcolina. Os
compostos Pl atuam nos canais de soédio regulados por voltagem (Nay),
localizados nos axdnios. Os OP inibem a atividade de AChE e Pl mantém os
canais de sddio em sua conformacédo aberta. O resultado em ambos os casos é
a transmissdo de impulsos repetitivos que podem culminar com a morte do
inseto.

A AChE de mosquitos é codificada por dois genes, acel e acez;
apenas o primeiro esta relacionado a resisténcia aos OP (Huchard et al., 2006).
Em A. aegypti, de nosso conhecimento, ndo foi descrita mutagédo em acel, um
fendmeno atribuido ao distinto uso de codons desta espécie (Weill et al., 2004).
Em relacdo ao gene Nay - 0 alvo PI, as populacbes brasileiras de A. aegypiti
registram pelo menos duas substituicbes correlacionadas com a resisténcia,
Vall016lle e Phel534Cys. Espécimes homozigotos para uma ou ambas as
substituicbes sado referidas como ‘resistentes knockdown' ou kdr (Martins et al.,
2012; Linss et al., 2014).
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Outro mecanismo importante de resisténcia a inseticidas, conhecido
como resisténcia metabolica, é caracterizado por mudancas no nidmero ou na
eficiéncia de enzimas que sequestram ou transformam o inseticida em uma
molécula progressivamente mais soluvel, facilitando sua excrecédo (Valle et al.,
2015). As principais superfamilias de enzimas envolvidas neste processo sao
as oxidases de funcdo mista (MFO) e as esterases de fase 1(EST), e as
glutathiona S-transferases de fase 2 (GST).

Sabe-se que ambos 0s mecanismos de resisténcia, metabodlica e
alteracdo do sitio alvo, tém o potencial de afetar os processos fisioldgicos e
reprodutivos de um determinado organismo (Rivero et al., 2010). Nestes casos,
embora os insetos resistentes tenham mais chances de sobreviver quando
expostos ao inseticida, na auséncia destes, tais espécimes tendem a ser
menos competitivos (Brito et al., 2013). De fato, existem varios registros de
custos adaptativos associados a resisténcia a inseticidas em mosquitos vetores
de doencas (Berticat et al., 2002; Rivero et al., 2010; Belinato et al., 2012,
Jaramillo-O et al., 2014, Belinato & Valle, 2015; Diniz et al., 2015).

Neste estudo, utilizamos uma série de metodologias aplicadas na rotina
dos programas de monitoramento da resisténcia de vetores a inseticidas para
caracterizar duas populacées de campo brasileiras de A. aegypti, Aracaju, no
Estado de Sergipe (SE) e Crato, no Estado do Ceara (CE). Além dos perfis de
resisténcia relacionados aos inseticidas empregados no ambito do programa
brasileiro de controle da dengue, também foi investigada a participacdo de
mecanismos de resisténcia distintos. Além disso, foram analisados diferentes
parametros de desenvolvimento e reproducdo de ambas as populagdes, a fim
de avaliar qualquer correlacdo potencial entre esses aspectos e a resisténcia a

inseticidas.

1.3 Materiais e Métodos

1.3.1 Linhagens de mosquitos
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As populacdes de campo de A. aegypti de duas localidades do
Nordeste brasileiro foram escolhidas (Figura 1): Aracaju no Estado de Sergipe
(SE) e Crato, no Ceard (CE). Historicamente, o Ministério da Saude brasileiro
monitora amostras representativas de todos os municipios (Lima et al., 2003;
Montella et al., 2007; Linss et al., 2014). A coleta de ovos em campo, realizada
com o auxilio de armadilhas ovitrampas, foi realizada por agentes de saude
locais, seguindo os procedimentos recomendados pelo PNCD (Programa
Nacional de Controle da Dengue / Ministério da Saude) (Lima et al., 2003). No
laboratorio, a criacdo foi iniciada com 349 ovitrampas positivas obtidas de
Aracaju em 2012 e 272 de Crato, em 2013. Foram utilizados espécimes F1 ou
F2, conforme indicado.

A cepa Rockefeller ('Rock’), uma referéncia de vigor e suscetibilidade a
inseticidas (Kuno, 2010), foi utilizada tanto para calibrar todos os ensaios

guanto como controle interno dos testes com populacdes de campo.

1.3.2 Dados sobre a distribuicdo de inseticidas

O Ministério da Saude do Brasil coordena a distribuicdo de inseticidas
utilizados em Saude Publica em todo o pais, para todos os programas de
controle vetorial de doencas. N6s fomos autorizados a acessar esses dados,
ordenados por ano, desde 2003. Os inseticidas utilizados pelo Programa
Nacional de Controle da Dengue entre 2003 e 2013 sé&o retratados na Figura 1,

juntamente com os locais de coleta de amostras de mosquitos.

1.3.3 Criacdo de mosquitos

Os mosquitos foram criados de acordo com condi¢gbes padrao descritas
anteriormente (Belinato et al., 2012; Martins et al., 2012). Resumidamente, 0s
ovos foram postos a eclodir durante 1 hora em agua desclorada, grupos de
aproximadamente 1.000 larvas sincronizadas foram  transferidos
cuidadosamente para bacias de 33 x 24 x 8 cm, alimentados com 1 g de racao
para gatos (Friskies, Purina / Camaqua / RS) a cada trés dias, e mantidos a 26

+ 1 °C até a pupacdo. Os adultos foram mantidos em gaiolas cilindricas de 17 x
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18 cm e alimentados ad libitum com uma solugdo de 10% de acgucar,
substituida trés vezes por semana.

Para obtencdo de ovos, fémeas privadas da alimentacdo acucarada
durante 18-24 horas foram alimentadas com sangue de cobaias anestesiadas
com ketamina e xilazina (Hawk & Leary, 1999). A alimentacdo de sangue das
fémeas de A. aegypti foi realizada de acordo com as diretrizes brasileiras
(Filipecki et al., 2011). O protocolo foi aprovado pelo comité institucional da
Fiocruz "Comisséo de Etica sem Estudo de Animais" (CEUA / Fiocruz 2008),
namero de licenca: L-011/09 e LW-20/14.

1.3.4 Inseticidas

A suscetibilidade aos principais inseticidas empregados pelo PNCD
contra as populacbes de campo de A. aegypti foi avaliada: os OP temephos
(Pestanal, Sigma-Aldrich) e malathion (Cheminova Brasil Ltda, gentilmente
fornecido pelo Ministério da Saude), o Pl deltametrina (Pestanal, Sigma -
Aldrich) e o CSlI diflubenzuron (DFB) (Pestanal, Sigma-Aldrich).

1.3.5 Bioensaios

Os bioensaios quantitativos com larvas foram realizados com
espécimes L3. Os bioensaios com temephos seguiram procedimentos da OMS
(WHO, 2005) e aqueles com DFB foram realizados de acordo com a
metodologia descrita em outro estudo (Martins et al., 2008). Para cada
inseticida, foram realizados pelo menos trés ensaios, em dias distintos, cada
qual com oito concentragbes diferentes. Os ensaios com larvas empregaram
quatro réplicas por concentragcdo, com 20 espécimes por réplica para temephos
(total de 1920 larvas) e com 10 espécimes por réplica para DFB (total de 960
larvas). Para os ensaios com temephos, os resultados foram registrados apos
24 horas de exposicao; os registros para DFB foram realizados a cada dois
dias, até a emergéncia dos adultos ou a morte do ultimo espécime do controle.

Bioensaios quantitativos com adultos empregaram fémeas de 1 a 5

dias de idade. Os ensaios biologicos com deltametrina e malathion foram
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realizados com papéis impregnados, utilizando uma metodologia adaptada da
OMS (Maciel-de-Freitas et al., 2014). Para cada inseticida, pelo menos trés
ensaios foram realizados, em dias diferentes, cada ensaio com oito
concentracdes distintas. Os ensaios com adultos utilizaram trés réplicas por
concentracdo, com 15-20 individuos cada (um total de 1080-1440 espécimes).
Exposicdo dos adultos aos papéis impregnados com inseticida foi realizada
durante 1 hora, seguida de 24 horas de recuperacdo, quando a mortalidade foi
registrada.

Os bioensaios quantitativos também foram realizados com a cepa
Rockefeller. Além disso, dois controles internos paralelos a todos 0s ensaios
foram realizados: a) larvas e adultos de Rockefeller foram expostos a duas
concentracfes diferentes de inseticidas, CLgg (concentracdo letal) ou IEgg
(inibicdo de emergéncia) e outra correspondente a metade desta; b) os
espécimes de campo foram mantidos com o solvente, na mesma quantidade
utilizada para as amostras experimentais.

Andlises Probit (Polo-PC, LeOra Software, Berkeley, CA) foram
utilizadas para calcular as doses efetivas, CL para inseticidas neurotéxicos e IE
para DFB. Razbes de resisténcia (RR) foram obtidas através da comparacédo
das doses efetivas das populagbes-teste com as doses equivalentes de
Rockefeller. O critério previamente validado para classificar o status de
resisténcia ao temephos em populacbes de campo brasileiras do vetor
(Montella et al., 2007) foi adotado para os outros inseticidas aqui mostrados.
De acordo com este critério, as populacdes com RRgs superiores a 3,0 sédo
resistentes e o0 inseticida empregado nestas localidades nas atividades de

controle quimico precisa ser substituido.

1.3.6 Ensaios de genotipagem

A pesquisa de mutacdes kdr no gene Nay nas amostras de Crato foi
feita usando o método TagMan, conforme descrito para 0s mosquitos de
Aracaju (Linss et al., 2014). Em ambos os casos, foram utilizados 30 machos
adultos individuais, das geracGes Aracaju FO e Crato F2. Para cada uma das
substituices, Vall016lle e Phel534Cys, foram realizadas duas reacdes
independentes. Para cada posic¢éo, utilizou-se 1 ul contendo 0,5% do DNA total
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extraido de cada espécime, em um volume final de reacdo de 10 ul. Os
genotipos individuais, bem como as frequéncias alélicas e genotipicas de cada
populacao, foram calculados com base na variacdo de ambas as posigoes,
1016 e 1534, assumindo que estdo sob desequilibrio de ligacao (Linss et al.,
2014). As frequéncias alélicas e genotipicas relativas a cada posicéo individual,

1016 e 1534, também sao mostradas.

1.3.7 Ensaios bioguimicos

Os adultos foram avaliados de acordo com metodologia descrita por
Valle et al. (2006), com base em recomendac¢des do Centro de Controle e
Prevencédo de Doencas (CDC) e da OMS (CDC, 1998; Hemingway, 1998). As
atividades de MFO, EST e GST foram quantificadas. Enquanto a MFO foi
indiretamente medida, foram utilizados trés substratos para EST: a- e B-naftil e
acetatos de p-nitrofenil, respondendo, respectivamente, pelas atividades
denominadas a-EST, B-EST e pNPA-EST. Para AChE, tanto a atividade total
como a atividade inibida pelo carbamato propoxur foram testadas. De acordo
com o critério da OMS especifico para esta ultima analise (Hemingway, 1998),
atividade remanescente de AChE igual ou superior a 30% indica resisténcia
aos inseticidas OP e carbamatos.

Para todas as enzimas, pelo menos trés ensaios, cada um com 40
espécimes individuais de campo e cinco da cepa Rockefeller, foram realizados
em dias diferentes. Para calcular as atividades enzimaticas especificas, o
conteudo de proteina total de cada amostra foi quantificado usando o reagente
concentrado para quantificacdo de proteinas da marca Bio-Rad (numero de
catalogo: 500-0006). O mesmo protocolo, com alguns ajustes, foi aplicado as
larvas (Viana-Medeiros, 2011).

As atividades enzimaticas foram classificadas essencialmente de
acordo com o critério estabelecido anteriormente (Valle et al. 2006; Montella et
al. 2007): apos calcular o percentil 99 de Rockefeller, a taxa de espécimes
acima desse ponto de corte foi estimada para cada enzima e populagdo. As
atividades foram classificadas como inalteradas, alteradas ou fortemente
alteradas quando esta taxa foi, respectivamente, abaixo de 15%, entre 15% e
50%, ou acima de 50%.
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1.3.8 Avaliacdo de parametros do fithess

Todos os seguintes ensaios foram realizados pelo menos trés vezes.
Mosquitos Rockefeller foram sempre testados em paralelo, como um controle
interno. Em todos os casos, os ovos foram imersos em agua desclorada
durante 30 minutos para induzir a eclosao das larvas. Grupos de 300 larvas L1
foram contadas e transferidas delicadamente para bacias plasticas contendo 1
litro de agua desclorada e 1 g de alimento para gato, adicionados a cada trés
dias. As larvas foram mantidas em estufa do tipo BOD (“Biological Oxygen
Demand”’) a 26+ 1 ° C e sob LD 12:12. Os adultos foram alimentados ad

libitum com solucéo de acucar a 10%.

1.3.8.1 Cinética do desenvolvimento larvar

A cinética de formacéao de pupas, nas condi¢cdes supramencionadas, foi
registrada diariamente como indicativa do tempo de desenvolvimento das
larvas. Cada ensaio foi feito com trés repeticbes de 300 espécimes. O nimero
absoluto de pupas formadas até o 6° dia apos a ecloséo das larvas foi utilizado

nas analises estatisticas.

1.3.8.2 Frequéncia de fémeas inseminadas

Para cada populacéo, 15 grupos, cada qual constituido por trés fémeas
e um macho, todos virgens e com dois a trés dias de idade, foram mantidos
confinados em tubos Falcon transparentes de 50 mL, como indicado em outro
trabalho (Belinato et al., 2012). Apés trés dias, as espermatecas das fémeas
foram dissecadas e a presenca de espermatozoides foi avaliada com auxilio de
um microscopio optico (Nikon Biophot, 200X). O numero de machos capazes
de inseminar zero, uma, duas ou trés fémeas foi marcado e cada uma dessas
taxas foi calculada e multiplicada pelo numero correspondente de fémeas. A
soma destes valores resultou em pontuagbes que variaram teoricamente entre

zero (100% dos machos incapazes de inseminar qualquer fémea) e 300 (se
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100% dos machos inseminam as trés fémeas disponiveis) e foram utilizados
para ranquear o desempenho reprodutivo, visando comparar as diferentes
linhagens (Belinato & Valle, 2015).

1.3.8.3 Aceitacdo do repasto sanguineo e quantidade de sangue ingerido

Foram oferecidas, a fémeas adultas de trés a cinco dias de idade,
durante 30 minutos, cobaias anestesiadas, e 0 numero de espécimes que
efetivamente se alimentou foi registrado. Para avaliar a quantidade de sangue
ingerido, trés grupos, cada um com dez espécimes, foram pesados antes da
alimentacdo sanguinea e trés grupos foram pesados ap6s o procedimento. A
pesagem foi feita em uma balanca analitica (APX -200, Denver Instrument). A
razao entre o peso apos a refeicdo sanguinea em relacdo ao peso anterior foi
calculada, conforme realizado em outros estudos (Martins et al., 2012; Brito et
al., 2013).

1.3.8.4 Postura de ovos

Trés dias apos a refeicdo sanguinea, a oviposicdo foi estimulada
colocando-se as fémeas em placas de Petri invertidas, com as tampas
internamente revestidas com papel de filtro umedecido em &gua desclorada
(Farnesi et al., 2009), e mantidas em estufa do tipo BOD a 26 + 1 °C. Para cada
populacdo, um total de 90 fémeas individuais foram empregadas, distribuidas
em trés experimentos com 30 espécimes cada, realizados em dias diferentes.
AplOs 24 horas, as fémeas foram removidas e quatro parametros foram
registrados: o numero de fémeas que ovipuseram, a quantidade de fémeas

inseminadas que néo ovip6s, o numero e a viabilidade dos ovos.

1.3.8.5 Andlise estatistica dos parametros de fithess

Os dados obtidos para cada parametro foram testados quanto a
normalidade usando o teste de Kolmogorov-Smirnov (com valor de P de acordo

com Dallal-Wilkinson-Lilliefor). Os resultados de todas as cepas foram entdo
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comparados usando testes qui-quadrado (x2) ou ANOVA seguido pelo teste de
comparacao multipla de Tukey, conforme indicado nos resultados. As excec¢des
foram o numero de ovos, avaliado com o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, e a frequéncia de fémeas inseminadas, que foi avaliada através do
calculo da taxa de desempenho reprodutivo supramencionado. O programa
Graph-Pad Prism versao 5.0 para Windows foi adotado para todas as andlises
(Graph-Pad Software, San Diego, Califérnia, EUA) (graphpad.com).

1.4 Resultados

1.4.1 Inseticidas aplicados em campo

A Figura 1 mostra o histérico de abastecimento anual dos inseticidas
empregados contra o vetor da dengue nos Estados de Sergipe e Ceara e que
foram aqui avaliados. Todos esses dados foram obtidos diretamente do
Ministério da Saude. Embora a informacao disponivel ndo seja detalhada ao
nivel dos municipios e ndo discrimine as quantidades de inseticidas
distribuidos, sua apresentacdo ajuda a avaliar os perfis de resisténcia aqui
descritos no contexto do uso de inseticidas em campo. Em relacdo aos
adulticidas, foram incluidos todos os produtos pertencentes a classe dos PI,
mesmo aqueles empregados em programas de controle de outras doencas
transmitidas por vetores. Isso foi realizado devido ao potencial impacto das
aplicacoes espaciais em campo sobre as populac¢des naturais do A. aegypiti.

Nos dois Estados, o controle das larvas foi realizado exclusivamente
com o OP temephos até 2008 (Figura 1). Desde 2009, o CSI diflubenzuron foi
introduzido progressivamente, em adi¢cdo ao temephos. Em Sergipe, até 2013,
tanto temephos quanto o CSI ainda eram empregados contra larvas. No
entanto, no Estado do Ceard, as aplicacdes de temephos foram interrompidas

em 2012 e o CSI permaneceu como 0 Unico larvicida empregado pelos agentes
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publicos. Vale lembrar que o Ceara também utilizou a bactéria
entomopatogénica Bti contra larvas do vetor entre 2003 e 2009.

O controle de adultos no Estado de Sergipe foi feito exclusivamente
com PI, durante o periodo 2003-2013. No Ceara, desde 2008, o OP malathion
foi adicionado a lista dos adulticidas disponiveis.

Esta descricdo trata meramente das aplicagbes de inseticidas
realizadas por gerentes publicos. O uso doméstico, principalmente de
adulticidas, embora néo trivial, especialmente nas épocas epidémicas (Maciel-

de-Freitas et al., 2014), é dificil de avaliar e ndo péde ser resgatado.

1.4.2 Resisténcia a inseticidas, bioensaios

As Razbes de Resisténcia (RR) obtidas por meio de bioensaios
guantitativos com o0s principais inseticidas empregados no controle de A.
aegypti estdo apresentados na Tabela 1. A Tabela S1 mostra detalhes dos
bioensaios, como dados de Rockefeller, doses efetivas (intervalos de confianca
de 95%) e 'slopes' obtidos em cada caso.

Foram obtidos valores de RR compativeis com status de
suscetibilidade para o DFB, o primeiro CSI introduzido contra larvas em todo o
pais, e para o OP malathion, empregado em adicdo a Pl no Estado do Ceara
desde 2008. Em contraste, tanto para Aracaju como para Crato, foram obtidos
altos valores de RR para o larvicida temephos (também um composto OP) e
para o adulticida Pl deltametrina, inseticidas usados por longos periodos pelo
PNCD. Em geral, para estes dois compostos, Crato exibiu status de resisténcia
cerca de duas a trés vezes maior, guando comparado com Aracaju. No caso da
RRgs para temephos, a diferenga entre Crato e Aracaju aumentou para cinco

vezes (Tabela 1).

1.4.3 Mecanismos de resisténcia a inseticidas, ensaios moleculares

Os gendtipos kdr nas posi¢coes 1016 e 1534 do gene Nay - sitio alvo
dos piretroides, sdo mostrados na Tabela 2. O alelo 'selvagem’, suscetivel,

'1016 Val * / 1534 Phe ™, é referido como 'S'. O alelo mutado apenas na
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posicdo 1534 (1016 Val * / 1534 Cys‘") é chamado 'R1' e aquele com

mutacdes em ambas as posicdes (1016 lle " / 1534 Cys ™

) € denominado 'R2'.
A mutacdo exclusivamente na posicao 1016 nao foi encontrada (Linss et al.,
2014).

Todos os trés alelos foram encontrados em Aracaju e Crato. Em Crato,
S foi o alelo mais frequente, e em Aracaju, o mutante duplo, R2, foi o mais
presente. Uma vez que as mutacbes kdr nas posicbes 1016 e 1534 sé&o
recessivas, a resisténcia a Pl por alteracdo do gene Nay € expressa apenas em
individuos homozigotos: R1R1, R1R2 e R2R2 (Linss et al.,, 2014). Uma
propor¢cdo similar desses gendtipos mutantes foi encontrada em ambas as
amostras: Aracaju com 43%; enquanto o Crato exibiu 32% (Tabela 2). Os
dados sobre as frequéncias alélicas e genotipicas relativas a cada posicao,

separadamente, sdo mostrados na Tabela S2.

1.4.4 Mecanismos de resisténcia a inseticidas, ensaios bioquimicos

A Tabela 3 mostra o perfil de larvas e adultos das populacbes de
Aracaju e Crato em relacao as principais classes de enzimas detoxificadoras. A
atividade total do site alvo de OP — a enzima AChE, também é apresentada. A
Tabela S3 exibe informacdes adicionais dos ensaios bioquimicos, como o
namero amostral, a mediana das distribuicbes, bem como o percentil 99 de
Rockefeller para cada atividade avaliada.

Aumento da atividade total de AChE foi observado apenas em
mosquitos adultos de Crato, a populacdo com resisténcia muito alta ao
temephos (Tabela 3). Deve-se notar que, de acordo com o critério da OMS
(Hemingway, 1998), larvas e adultos de ambas as populagdes exibiram uma
AChE sensivel a inibi¢cdo pelo inseticida inibidor usado (Figura S1).

Em relagdo aos mecanismos de resisténcia metabolica, em geral,
Aracaju apresentou mais alteragbes do que os espécimes de Crato, tanto em
termos de numero de enzimas afetadas quanto de intensidade de aumento de
atividade (Tabela 3). Isso aconteceu apesar dos valores mais altos de RR para
temephos e deltametrina exibidos pelos mosquitos de Crato (Tabela 1).

A comparacéao entre larvas e adultos de cada municipio mostrou que as
alteragbes no estagio adulto foram ligeiramente maiores. Neste sentido,
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aumento de atividade das MFO de Fase 1 foi observado apenas em espécimes
adultos de Aracaju. A outra classe de enzimas da Fase 1, EST, também foi
mais alterada nas amostras de Aracaju. Dos trés substratos, apenas pNPA-
EST poderia ser classificado como alterado em ambas as populacdes e
estagios. Aracaju exibiu mais alteracdes de o-EST e B-EST do que Crato. Da
mesma forma, as enzimas GST estavam alteradas em ambos 0s estagios em

espécimes de Aracaju, mas apenas em adultos de Crato.

1.45 Avaliacdo de alguns pardmetros do fithess

Foi avaliada uma série de aspectos do desenvolvimento e da
reproducdo das populacbes de A. aegypti de Aracaju e Crato, a fim de
investigar eventuais efeitos negativos, possivelmente associados a resisténcia
a inseticidas. Os dados foram comparados com a cepa Rockefeller, referéncia
de suscetibilidade e vigor. Considerando que a cepa Rockefeller foi mantida em
condicBes de laboratério por um longo periodo de tempo, para minimizar as
limitacdes potenciais, os dados das populacdes de campo foram também
comparados entre si. Cada secao a seguir descreve um parametro individual e

a Tabela 4 resume os resultados.

1.4.5.1 Cinética do desenvolvimento larvar

A Figura S2a exibe dados diarios de pupacgéo para cada populagéo de
campo e para a cepa suscetivel. Tanto para Rockefeller quanto para Crato, a
maior proporcéo de pupas € formada no 6°-7° dia apds a eclosédo das larvas. O
desenvolvimento da populacdo de Aracaju foi mais lento, atingindo o pico nos
dias 7-8. Apesar disso, em todos 0s casos, a muda larva-pupa foi completada
até o 10° dia do desenvolvimento pds-embrionario. Ndo houve mortalidade
nesta fase. Os dados cumulativos, mostrados na Figura S2b, corroboram essas
observacdes. Conforme ilustrado na Tabela 4, a comparacdo dos resultados
obtidos no primeiro dia de pupacéo para todos os grupos, correspondente ao 6°
dia apds a eclosao das larvas, confirmou diferencas significativas entre Aracaju
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e Rockefeller (ANOVA, p <0,0001), Aracaju e Crato (ANOVA, P <0,01), mas
nao entre Crato e Rockefeller (ANOVA, p> 0,05).

1.4.5.2 Frequéncia de fémeas inseminadas

Todos os machos de ambas as populagcbes foram capazes de
inseminar pelo menos uma das trés fémeas disponiveis, indicando que todos
0os machos utilizados eram sexualmente competentes (Figura S3). Apos trés
dias, 98% dos machos da cepa Rockefeller havia inseminado as trés fémeas
disponiveis, e 0s 2% restantes haviam inseminado duas fémeas. Em contraste,
apenas 56 e 47% dos machos Aracaju e Crato foram capazes de inseminar as
trés fémeas disponiveis, no mesmo periodo. No entanto, quando o indice de
"desempenho reprodutivo” foi calculado (ver Métodos para detalhes), de um
total maximo possivel de 300, ambos os mosquitos de Aracaju e Crato
atingiram o mesmo valor, 240, inferior aos 298 obtidos para Rockefeller (Tabela
4).

1.4.5.3 Alimentacdo sanquinea

Quase 95% (172/182) das fémeas Rockefeller aceitaram o repasto
sanguineo, aproximadamente equivalente aos 89% (144/161) dos mosquitos
de Crato (x20.05,1 = 3.021; p = 0,0822). No entanto, a taxa alcangada pelos
espécimes de Aracaju foi de 79% (143/182), significativamente menor do que
0os mosquitos da cepa Rockefeller (x20.05,1 = 19,83; p <0,0001) e de Crato
(x20,05,1 = 7,388; p = 0,0066).

As fémeas de Aracaju também ingeriram uma menor quantidade de
sangue do que os outros grupos (ANOVA, p <0,0001 e p <0,01, em
comparacdo com Rockefeller e Crato, respectivamente). Esses espécimes
consumiram cerca de metade da quantidade ingerida por Rockefeller, enquanto
a diferenca entre Crato e o grupo controle foi de cerca de apenas 15% (Figura
S4 e Tabela 4).
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1.4.5.4 Fecundidade

Quatro parametros relacionados a fecundidade foram avaliados: i) a
porcentagem de fémeas alimentadas com sangue que foram capazes de
colocar ovos foi equivalente entre os grupos (Rockefeller: 195/215 = 91%.
Aracaju: 188/218 = 86%; x%. 051 = 2,519, p = 0,1125. Crato: 191/213 = 90%;
x?0051 = 0,03830, p = 0,8448); ii) a pequena proporcdo de fémeas que nao
ovipuseram, presentes em cada grupo, estava efetivamente inseminada,
conforme confirmado pela disseccdo das espermatecas; iii) apesar da alta
variabilidade dentro de cada populacdo, a mediana do nimero de ovos postos
pelas fémeas de Aracaju, mas ndo de Crato, tendeu a ser menor, em
comparacao com a cepa Rockefeller (Figura S5; Kruskal-Wallis; p <0,0001).
Além disso, o numero de ovos de Aracaju também foi significativamente inferior
ao de Crato (Kruskal-Wallis; p <0,0001); iv) em todos os casos, a viabilidade
dos ovos postos foi alta, acima de 95% (Tabela 4).

E interessante notar que Aracaju ingeriu cerca de 50% menos sangue
do que a cepa suscetivel, refletindo em um nimero de ovos aproximadamente
30% inferior.

1.5 Discussao

Aqui apresentamos a caracterizacao de duas populacdes brasileiras de
campo de A. aegypti em relacdo aos seus status de suscetibilidade a
inseticidas e a alguns parametros de do seu ciclo de vida geralmente alterados
como efeito colateral da resisténcia.

Ambas as populacbes apresentam resisténcia aos compostos
empregados ha muito tempo no pais, o larvicida temephos, um OP, e o
adulticida deltametrina, um PI. Em particular, os mosquitos de Crato, CE,
apresentaram niveis de resisténcia extremamente elevados em relacéo a estes
dois inseticidas. Em contraste, nenhuma alteracdo de suscetibilidade foi
observada em relagdo a DFB ou malathion, os compostos recentemente
introduzidos no pais para controlar, respectivamente, larvas e adultos. Em

relacdo ao malathion, deve-se notar que 0s mecanismos de resisténcia
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geralmente detectados contra esse OP de cadeia aberta tendem a ser
diferentes daqueles induzidos por outros compostos desta classe, como o
temephos (Hemingway & Ranson, 2000).

O estado do Ceara aparentemente atribui grande importancia ao
controle quimico de vetores de dengue, em particular com o uso de inseticidas
neurotdxicos. Em consonancia com isto, Lima et al. (2011) usando amostras de
Crato coletadas em 2009, detectaram RRgs de aproximadamente 200 para
temephos. Este foi um dos maiores indices de resisténcia ao OP registrados
em populacdes brasileiras do vetor de dengue e impulsionou a interrupcéo
deste inseticida no CE, iniciativa esta que esta em prética desde 2012 (Figura
1). Os dados apresentados aqui, derivados de amostras coletadas quase dois
anos apos essa interrup¢cdo, embora ainda apontando para niveis muito altos
de resisténcia a temephos, revelam um declinio de aproximadamente trés
vezes na RRgs desta populacdo (64,8). Esta queda é provavelmente
consequéncia da substituicdo de temephos por DFB, produto com modo de
acao distinto. Enquanto isso, em Aracaju, SE, o uso do temephos nao foi
interrompido, e os niveis de resisténcia quase dobraram desde 2001-2003,
guando os valores de RRgs da populacdo eram em torno de 6,0 (Braga et al.,
2004; Montella et al., 2007). No entanto, a alta RRgs para temephos detectada
em Aracaju neste estudo (12,9), ainda é cinco vezes menor que a de Crato e
compativel com os valores observados na maioria dos municipios brasileiros.

Considerando PI, avaliagBes anteriores estdo disponiveis apenas para
Aracaju. Logo ap6s a introducdo de Pl no controle de A. aegypti no Brasil,
andlise qualitativa detectou alteracdo incipiente de suscetibilidade nesta
localidade (da-Cunha et al., 2005). Confirmamos, no presente trabalho, que a
resisténcia de Aracaju a deltametrina ja esta instalada (RRgs = 17,8). Mais uma
vez, neste caso, 0s mosquitos do Crato exibiram valores muito mais altos de
RRgs (51,6), corroborando a op¢édo do estado do CE pela énfase no controle
guimico do vetor da dengue.

Os primeiros relatos de resisténcia a temephos em amostras brasileiras
de A. aegypti de campo demoraram cerca de 30 anos depois que este OP
comecou a ser usado (Montella et al., 2007). Em contraste, a resisténcia aos
inseticidas Pl se desenvolveu de forma extremamente rapida. Isso pode ser
devido, em parte, ao uso domeéstico de PI, diretamente disponivel para a
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populacdo, como ja pontuado por alguns autores (Maciel-de-Freitas et al.,
2014). Além disso, esta rapida disseminacdo da resisténcia aos PI, ja
detectada em algumas amostras de campo desde 2001 (da-Cunha et al., 2005)
também poderia ser consequéncia de algum mecanismo de resisténcia
cruzada.

Avaliamos a participagdo de resisténcia a Pl e OP por alteracdo de
seus sitios-alvo. No entanto, Aracaju e Crato exibiram frequéncias
aproximadamente equivalentes de homozigotos kdr, apesar de niveis de
resisténcia a deltametrina muito diferentes, apontando para o envolvimento de
outros mecanismos. Do mesmo modo, Marcombe et al. (2012), trabalhando
com populacbes A. aegypti da Martinica, sugeriram que, além do kdr, a
resisténcia metabdlica desempenha um papel significativo na resisténcia a PI.
Portanto, outras possibilidades ainda ndo avaliadas sdo a ocorréncia de
substituicGes em posicdes distintas de Nay (Li et al., 2015) ou a participacéo de
transportadores ABC e algumas enzimas cuticulares, na resisténcia a
inseticidas destas amostras (David et al., 2014; Poupardin et Al., 2014; Zhu et
al., 2014).

O aumento da atividade total de AChE, o sitio-alvo de OP, foi detectado
apenas em mosquitos de Crato, a populacdo com maior nivel de resisténcia ao
temephos. Os ensaios bioquimicos de rotina aqui empregados ndo permitem
discriminar entre a expressdo aumentada de AChE, amplificacdo de genes ou
modificacdo estrutural levando a uma maior eficiéncia da enzima. Resta ainda
confirmar este fenbmeno com outras abordagens metodologicas mais diretas.

Embora o Crato tenha apresentado maiores indices de resisténcia a
OP e PI, foram detectadas mais alteracdes na resisténcia metabodlica em
Aracaju (Tabela 3). E teoricamente esperado que, em comparagcdo com a
resisténcia por alteracdo do sitio-alvo, o0s mecanismos metabdlicos resultem
em menores niveis de resisténcia devido ao comprometimento desta via com a
viabilidade (fithess) desses espécimes, embora existam excecdes (Valle et al.,
2015). Isso foi demonstrado por Brito et al., em 2013, para uma linhagem de A.
aegypti resistente a PIl, que apresentava o genotipo kdr e alteracdes nas
enzimas detoxificadoras: retrocruzamentos com a cepa Rockefeller por oito
geracdes sucessivas resultaram na mutacdo kdr em um background genético

suscetivel. A linhagem resultante apresentou reducdo da alteragéo de atividade
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das enzimas detoxificadoras, mas ainda era altamente resistente a Pl. No
entanto, a resisténcia a inseticidas € um fendmeno multifatorial complexo, em
gue cada populacdo usa "solucdes locais" para enfrentar o desafio do inseticida
(Viana-Medeiros, 2011; Bellinato et al., 2016). Tais solucdes tém uma estreita
relacdo com as mudancas nas enzimas da resisténcia metabdlica que
provavelmente foram pré-selecionadas em desafios anteriores nos criadouros
larvares do campo (como pontuado por Mallet, 1989 e Belinato & Martins,
2016).

Os mosquitos de Aracaju haviam exibido, anteriormente, atividades
alteradas de a-EST, pnpa-EST e, principalmente, de GST, conforme mostrado
para amostras coletadas entre 2001 e 2003 (Montella et al., 2007). Aumento
das duas ultimas atividades foi atribuido a introducéo de PI no pais, em 2000.

Alguns relatos baseados em ferramentas moleculares correlacionam a
resisténcia a Pl com altera¢cdes em algumas espécies moleculares das classes
MFO e GST; da mesma forma resisténcia a OP € relacionada a aumentos
guantitativos de EST (Marcombe et al., 2009; Marcombe et al., 2012; Poupardin
et al., 2014). Essas mesmas correlacées gerais também foram sugeridas pelos
ensaios bioquimicos de rotina para diferentes populacdes naturais de A.
aegypti (Marcombe et al., 2009; Polson et al., 2011; Marcombe et al., 2012). Na
maioria dos casos, o carater multifatorial da resisténcia aos inseticidas €&
observado (Ranson et al., 2010; Viana-Medeiros, 2011; Marcombe et al., 2012).
De acordo, um estudo gendmico recente e amplo revelou que as alteracdes
relacionadas a resisténcia nas populacdes naturais de A. aegypti ndo séo
universais (Faucon et al., 2015). Neste estudo, foram encontradas tanto
mutacdes em regides codificantes quanto variagdes no numero de copias de
genes que participam do metabolismo de desintoxicacao.

Na presenca de um inseticida, as populacdes de vetores resistentes
apresentam uma vantagem significativa. No entanto, esta condicdo de
resisténcia pode afetar varios aspectos de seu fitness. Do ponto de vista
epidemioldgico, os parametros que influenciam a capacidade vetorial sdo
particularmente relevantes. No entanto, semelhante a grande variabilidade vista
na resisténcia metabdlica, ndo existe uma alteracdo "diagnostica" de fitness
gue pudesse estar diretamente relacionada a resisténcia a um determinado
produto (Valle et al., 2015).
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Na auséncia de populacdes de campo brasileiras suscetiveis a
inseticidas, e considerando a necessidade de se dispor de um controle para
comparar as avaliacfes de fithness, Rockefeller, uma cepa que é referéncia de
suscetibilidade a inseticidas e de vigor, foi empregada, como relatado
anteriormente (Belinato et al., 2012 Martins et al., 2012; Brito et al., 2013;
Jaramillo-O et al., 2014; Belinato & Valle, 2015). Embora Rockefeller seja
indubitavelmente mais adaptada as condi¢cdes de laboratério, no caso de A.
aegypti, € necessario empregar uma cepa de laboratorio para comparar o
desempenho do fitness de populagfes resistentes ou suscetiveis a inseticidas.
No entanto, além de comparar com Rockefeller, também €& possivel analisar
dados de ambas as populacdes de campo de forma comparativa (Tabela 4,
comparar colunas de Crato e Aracaju).

A velocidade de desenvolvimento larvar esta diretamente relacionada a
densidade populacional dos adultos, uma vez que aquele estagio esta sujeito a
predacdo e a eliminacdo dos criadouros. Este parametro foi afetado apenas na
populacdo de Aracaju. Em A. aegypti, 0 comprometimento desta caracteristica
foi previamente relacionado a niveis elevados de resisténcia ao temephos em
populacbées de campo, bem como a sele¢cdo com deltametrina e temephos em
condicdes de laboratério (Martins et al., 2012; Brito et al., 2013; Diniz et al.,
2015).

O desempenho da inseminacéo e, consequentemente, a eficiéncia de
copula dos machos de Aracaju e Crato foi afetado, de forma equivalente e
significativa, quando comparado aos mosquitos de Rockefeller. Prejuizo neste
parametro, como resultado de resisténcia a inseticidas, ja foi descrito em A.
aegypti e em populacdes de Culex pipiens (Antonio et al., 2009; Belinato et al.,
2012; Diniz et al., 2015). Reverséao parcial deste déficit foi alcancada para o
vetor da dengue apds a criagdo em laboratério na auséncia de inseticidas
(Belinato & Valle, 2015).

Comparado com a cepa controle, uma taxa menor de fémeas de
Aracaju aceitou a alimentacdo sanguinea. Esse comportamento j& foi
identificado em outras populacdes brasileiras de A. aegypti resistentes a
temephos, além de ter sido mantido apés selecdo em laboratério com DFB por
varias geracdes. Além disso, essa caracteristica, semelhante ao que ocorreu

com a eficiéncia da cépula, foi parcialmente revertida quando mosquitos foram
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criados em laboratério, na auséncia de qualquer inseticida (Belinato et al.,
2012; Belinato & Valle, 2015).

Da mesma forma, a quantidade de sangue ingerido € fundamental para
a capacidade vetorial do mosquito, uma vez que influencia diretamente a
quantidade de parasitas ingeridos e o numero de ovos depositados (Belinato et
al., 2009, 2012; Belinato & Valle, 2015). Apesar de sua relevancia, este
parametro é geralmente negligenciado em avaliacdes de fitness (Jaramillo-O et
al., 2014; Diniz et al., 2015). Nossos dados indicam capacidade reduzida de
fémeas de Aracaju em ingerir sangue, quando comparadas a cepa controle
Rockefeller. O mesmo néo foi observado nas fémeas de Crato. Este resultado
também impactou o numero de ovos colocados, que foi menor para as fémeas
de Aracaju.

Considerando-se diferentes populacbes do vetor, observa-se uma
marcada variacdo nos parametros de fitness afetados. No entanto, nas
amostras brasileiras de A. aegypti resistentes a inseticidas ja avaliadas, a
guantidade de sangue ingerido e o nimero de ovos postos sao 0s parametros
mais frequentemente alterados. Além disso, observa-se correlacdo geral e
direta entre os niveis de resisténcia aos inseticidas e o nimero e a intensidade
dos aspectos de viabilidade afetados (Belinato et al., 2009, 2012; Martins et al.,
2012; Brito et al., 2013; Belinato & Valle , 2015; Valle et al., 2015).

Os dados sobre as populacbes de campo de Aracaju e Crato aqui
apresentados corroboram o carater multifatorial da resisténcia. Em comparacéao
com Crato, foi observada uma maior participacdo da resisténcia metabdlica nos
mosquitos de Aracaju, bem como um maior nimero de parametros de fitness
acometidos. Estes resultados corroboram o potencial ja aludido das enzimas
detoxificadoras em induzir um desvio relevante dos recursos metabolicos. Este
processo, em geral, tem um impacto significativo na viabilidade dos insetos
(Berticat et al., 2002; Rivero et al., 2010; Diniz et al., 2015). Alternativamente,
Crato pode ter sofrido mutagcbes compensatérias que melhoraram seu fitness,
assim como ja visto para outros vetores e para microorganismos resistentes a
medicamentos (Brooke & Koekemoer, 2010).

Contudo, em se tratando de OP, a deteccdo de altos niveis de
resisténcia a temephos, mas ndo a malathion, confirma a viabilidade de usar

este Ultimo composto nas popula¢gdes de campo avaliadas. Da mesma forma, a
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suscetibilidade a DFB mostrada neste estudo argumenta em favor do uso de
CSI no controle de larvas de A. aegypti no pais. Além disso, os efeitos da
resisténcia aos inseticidas e dos mecanismos associados sobre a biologia de
amostras naturais de A. aegypti demonstrados aqui revelam a importancia de
estudar esses aspectos em mais populacbes de campo, a fim de fornecer

suporte para orientar o controle racional do vetor da dengue.

1.6 Conclusoes

Elevados indices de resisténcia a piretroides e ao organofosfato
temephos foram detectados em duas populagdes de A. aegypti do Nordeste
brasileiro, derivados de intenso uso de controle quimico. O mesmo néao foi
demonstrado para diflubenzuron e malathion, mais recentemente empregados
no controle do vetor. Quando as duas populacbes sdo comparadas, 0s
mosquitos de Aracaju tenderam a exibir niveis mais baixos de resisténcia a OP
e Pl e, ao mesmo tempo, maior atividade de enzimas detoxificadoras e maior
comprometimento de fitness. O carater multifatorial do fenbmeno da resisténcia
também foi demonstrado. Estes resultados sugerem um maior impacto da
resisténcia metabdlica, quando comparada aos mecanismos de alteracdo do

sitio-alvo, na viabilidade dos mosquitos, nas populacdes avaliadas.
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1.7 Figura
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Figura 1. Histérico da aplicacdo de inseticidas nos estados de Sergipe (SE) e Ceara (CE).
A figura trata da dindmica do uso de inseticidas em campo, de 2003 ao Ultimo ano de coleta
das amostras de campo (2013). Em cada Estado, Ceard (CE) e Sergipe (SE), apenas o0s
municipios submetidos a coleta de campo das amostras de Aedes aegypti sdo mostrados.
Apenas foram considerados os inseticidas distribuidos pelo Ministério da Salude e avaliados

aqui. Em relacdo aos adulticidas, além da deltametrina, foram incluidos outros compostos
piretréides, conforme explicado no texto. CSI: inibidor da sintese de quitina.
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1.8 Tabelas

Tabela 1. Status de suscetibilidade de duas populacdes de campo de

Aedes aegypti aos inseticidas utilizados no programa brasileiro de

controle de dengue.

populagdo estagio geragao inseticida RRg, RRgs
F1 temephos 11,2 12,9
larvar
Aracaju/SE F2 diflubenzuron 1,6 1,7
F1 deltamethrin 14,3 17,8
adulto .
F2 malathion 1,6 1,8
F2 temephos 23,2 64,8
larvar F2 diflubenzuron 1,6 1,8
Crato/CE ) ’ ’
F3 deltamethrin 37,0 51,6
adulto )
F3 malathion 1,6 2,0

O critério atualmente adotado no Brasil para classificar o status de suscetibilidade de A. aegypti
ao temephos considera que as populacbes com RRgs superiores a 3,0 séo resistentes
(Montella et al., 2007). Este critério foi empregado para avaliar as populagfes de Aracaju e
Crato em relagdo aos outros inseticidas testados também. Os valores em negrito sao
indicativos de resisténcia. Em todos os casos, a cepa referéncia, Rockefeller, foi utilizada como
controle de suscetibilidade. RR: razdo de resisténcia. Para doses efetivas e intervalos de

confianc¢a, veja a Tabela S1.
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Tabela 2. Frequéncias alélicas e genotipicas de Kdr das populacdes de

Aedes aeqypti estudadas.

populagio frequéncias genotipicas frequéncias alélicas
(geracéo) sS SR1 SR2 RIRL  RIR2  R2R2 s R1 R2

Aracaju (FO) 0200 0033 0333 0033 000 0,300 0,383 0,100 0,517
Crato (F2) 0,214 0,321 0,143 0,179 0,107 0,036 0,446 0,393 0,161

+

Os alelos S, R1 e R2 referem-se as posi¢des 1016 e 1534 do gene Nay: 1016 Val* / 1534 Phe
(S), 1016 Val* / 1534 Cys"" (R1) e 1016 Ile*" / 1534 Cys"" (R2). A avaliacio de cada populacdo
empregou 30 machos adultos individuais. Os dados de Aracaju foram apresentados
anteriormente (Linss et al., 2014).
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Tabela 3. Alteracdes de atividade enzimatica em populacdes brasileiras de

Aedes aeqypti.

populagao estagio MFO a-Est B-Est pnpa-Est GST AChE *

Aracaju (F1) larvar 9 30 39 55 20 4
adulto 87 75 8 32 36 1
Crato (F2) larvar 2 4 1 22 13 0
adulto 0 17 0 23 26 34

As atividades enziméticas populacionais foram classificadas como inalteradas (fonte regular),
alteradas (fonte itdlica e sublinhada) e altamente alteradas (em italico e negrito), se,
respectivamente, menos de 15, 15-50 ou mais de 50% dos individuos apresentaram atividades
acima do ponto de corte correspondente ao percentil 99 de Rockefeller (Consulte Materiais e
Métodos e Tabela S3 para mais detalhes). (*) Atividade total da acetilcolinesterase.
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Tabela 4. ParAmetros de viabilidade das populacfes de Aedes aeqypti de

Aracaju e Crato, em comparacdo com a cepa Rockefeller.

Rock X populagdes de campo

parametro Rock Aracaju Crato

desenvolvimento larvar 40,7 £11,2° 17,7 +7,5° 31,8 +8,7°
eficacia de acasalamento® 297,8 240 240
aceitacio do repasto sanguineo® 95° 79° 89°
quantidade de sangue ingerida® 1,8+0,2° 1,4+0,2° 1,7+0,2°
taxa de fémeas que ovipdem?’ 90,9+2,7 86,716,0 90,2+£5,7
ovos/fé mea® 107,6 + 23,1° 82,2+ 31,6b 103,4 +32,6°
viabilidade dos ovos’ 96,9+2,0 95,8+3,1 97,1+2,2

A média + desvio padréo dos ensaios sdo mostrados em todos 0s casos, com excecao da
"eficiéncia da copula" e da "taxa de aceitacdo do repasto sanguineo”. Para cada parametro,
sempre que apropriado, as diferencas estatisticas sdo indicadas por letras sobrescritas (p
<0,05).

! desenvolvimento larvar é indicado pela taxa de pupas formadas até o 6° dia ap6s a ecloséo
das larvas.

? eficacia de acasalamento é uma taxa que varia de zero a 300, que é diretamente proporcional
a eficiéncia da copula (de acordo com Belinato & Valle 2015). Consulte Métodos para maiores
detalhes.

8 aceitacdo do repasto sanguineo reflete o percentual de fémeas ingurgitadas, apés 30 minutos
de contato com as cobaias anestesiadas.

* quantidade de sangue ingerida refere-se ao peso relativo das fémeas apés / antes da
alimentacdo sanguinea.

° percentual de fémeas ingurgitadas que ovip6s.

® ntimero médio de ovos colocados por fémeas alimentadas com sangue, que colocam pelo
menos um ovo.

! percentual de eclosdo dos ovos.
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1.9 Material suplementar

Tabela S1. Alguns detalhes dos bioensaios com inseticidas realizados em

populacdes de Aedes aeqypti.

intervalos de confianga

populagdo estagio geragdo inseticida unidade  CL/IE;, CL/IEgs slope
CL/IE5, CL/IEgs
temephos mg/L 0,004 0,008 0,00331 < LC < 0,00382 0,00675 < LC < 0,00846 5,0
Rockefeller larvar i

2012 diflubenzuron ug/L 0,970 2,410 0,91806 < LC < 1,02526 2,25609 < LC < 2,57395 42
adulto deltamethrin mg/mZ 0,922 2,121 0,84267 < LC < 1,00946 1,86583<LC<2,41151 4,5

arvar F1 temephos mg/L 0,040 0,098 0,03858 < LC < 0,04107 0,09273 < LC < 0,10286 4,2

Aracaju/SE F1 diflubenzuron ug/L 1,574 4,031 1,49646 < LC < 1,65528 3,64624 < LC < 4,45778 4,0
(2012) adulto F1 deltamethrin mg/m® 13,145 37,784 12,4253 < LC < 13,9069 33,5690 < LC < 42,5283 3,6
F2 malathion* g/m2 0,294 0,522 0,27786 < LC < 0,31058 0,48529 < LC < 0,56057 6,6

arvar temephos mg/L 0,002 0,005 0,00200< LC < 0,00216 0,00490 < LC < 0,00535 42

Rockefeller diflubenzuron ug/L 1,226 2,144 1,17311< LC< 1,28204 2,01410< LC < 2,28185 6,8
2013 adulto deltamethrin mg/m2 0,755 2,717 0,70248 < LC < 0,81079 2,36109 < LC < 3,12665 3,0
malathion g/mz 0,184 0,297 0,17744<1C<0,19100 0,28277<1C<0,31275 7,9

Jarvar F2 temephos mg/L 0,048 0,332 0,04317 < LC < 0,05412 0,29850 < LC < 0,36883 2,0

Crato/CE F2 diflubenzuron ug/L 2,002 3,982 1,91585 < LC < 2,09109 3,70419 < LC < 4,27966 5,5
(2013) adulto F3 deltamethrin ~ mg/m* 27,912 140,201 25,5326 < LC < 30,5141 120,162 < LC < 163,581 2,3
F3 malathion g/mz 0,299 0,606 0,27089 < LC < 0,30218 0,56495 < LC < 0,64953 5,0

Resultados gerados por andlises probit. Cada série de resultados com a cepa Rockefeller,
realizada em 2012 ou 2013, foi comparada com uma populagdo, avaliada em cada ano
correspondente. VariagBes nas concentracdes letais entre anos diferentes sdo comumente
observadas, mesmo para a cepa suscetivel de laboratério. Essas diferencas sé&o
provavelmente devidas a condigbes de criacdo ou a caracteristicas intrinsecas de lotes de
inseticidas especificos. Para superar essas diferencas, as comparac¢des sao realizadas entre
amostras de campo e controle testadas no mesmo periodo (Braga et al 2004).

(*) Os bioensaios de adultos com o malathion foram realizados exclusivamente em 2013 e
foram comparados com os resultados de "Rockefeller 2013". LC: concentracdo letal. El:
inibicdo de emergéncia dos adultos. O intervalo de confianga 95% é mostrado.
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Tabela S2. Frequéncias alélicas e genotipicas das substituicoes do gene

Nay de Aedes aegypti.

Nay Kdr L. populagdo
. frequéncia
sitios Aracaju Crato
1534 alellcal . 0,6170 0,552
genotipica 0,4330 0,310
1016 alellcaj 0,5170 0,172
genotipica 0,3000 0,034

A tabela mostra as mutacdes nas posicdes 1016 e 1534, separadamente.
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Tabela S3. Quantificacdo das atividades enzimaticas relacionadas a AChE, o sitio-alvo dos organofosforados, e a

resisténcia metabodlica, nas populacdes brasileiras de Aedes aegypti.

MFO les d -Est (D Ab:
. (nmoles de a-Est (nmol/mg ptn/min) B-Est (nmol/mg ptn/min) prpa-Est( . s/mg GST (mmol/mg ptn/min) AChE (Abs/mg ptn/hora)
« citocromo/mg ptn) ptn/min)
.. populagdo /
eSO " epa 99 % >p99
p b >p p99 % >p99 p99 % >p99 p99 % >p99 p99 % >p99 p99 % >p99
: 2 d d d d d
n" med Rock® Rock? nome Rock  Rock me Rock  Rock n me Rock  Rock n me Rock  Rock n me Rock  Rock
| Rock 172 35,57 67,48 178 13,67 22,24 163 19,56 31,19 173 2,47 4,19 153 047 09 179 0,05 0,08
VAT Aracaju 137 43,23 9 137 19,22 30 137 285 39 132 44 55 137 071 20 137 0,07 8
dqult Rock 137 28,05 44,97 154 5,49 7,58 153 6,33 10,77 83 3,2 6,39 100 0,66 1,07 155 0,12 0,22
aadulto
Aracaju 39 56,68 87 118 8,73 75 118 7,67 8 111 5,73 32 111 0,93 36 117 0,15 1
larvar Rock 283 32,25 67,41 289 13,55 23,35 274 21,31 46,15 265 2,59 4,49 264 0,57 1,24 260 0,02 0,11
Crato 91 31,52 2 92 14,36 4 92 2814 1 91 3,78 22 92 0,75 13 92 0,06 0
adulto Rock 135 101,04 181,8 312 5,6 8,38 313 691 11,00 300 3,06 5,10 311 0,91 1,32 309 0,12 0,17
Crato 55 63,79 0 174 7,01 17 173 6,45 0 161 4,3 23 163 1,15 26 174 0,15 34

As atividades enzimaticas foram classificadas como inalteradas (em verde), alteradas (em amarelo) e altamente alteradas (em rosa), se, respectivamente,
menos de 15, entre 15 e 50 ou mais de 50% dos individuos apresentassem atividades acima do valor correspondente ao percentil 99 de Rockefeller (de
acordo com o critério de classificagdo de Montella et al., 2007). Uma vez que estes ensaios foram realizados em diferentes periodos, sdo apresentados dois
conjuntos de dados da cepa Rockefeller, cada um utilizado para calibrar uma populagdo. Os ensaios bioquimicos empregaram espécimes F1 de Aracaju e
F2 de Crato.

! Ntmero de espécimes avaliados.

% Mediana das atividades enzimaticas.

% valor do percentil 99 da cepa Rockefeller.

* Taxa da populacéo com atividade superior ao percentil 99 de Rockefeller.
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Figura S1. Perfis de inibicdo da atividade da acetilcolinesterase.

Os graficos do tipo ‘box plot’ mostram a atividade remanescente da AChE derivada dos ensaios
com o carbamato inibidor, propoxur, realizado de acordo com a OMS com larvas ou adultos
individuais. Cada caixa indica os quartis dos perfis de distribui¢éo, a linha horizontal dentro da
caixa representa a mediana e as linhas verticais externas apontam para os percentis 10 e 90.
Os pontos correspondem a espécimes individuais fora desse intervalo. Rock.a e Rock.b sdo os
controles de, respectivamente, amostras de Aracaju e Crato. De acordo com o critério de
classificagdo da OMS, apoOs a adicdo do propoxur, atividade remanescente inferior a 30%
indica AChE suscetivel a inibi¢do por inseticidas (Hemingway, 1998).
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Figura S2. Tempo de desenvolvimento larvar.

(a) Taxa diaria de desenvolvimento larvar de Aedes aegypti. Em todos os casos, as médias

e os desvios padrdo de 3 ensaios, cada um com 3 réplicas de 300 larvas do vetor, sdo
mostrados. As diferencas estatisticas sdo indicadas pelas letras sobrescritas (p <0,05). (b)
Desenvolvimento cumulativo da larvas de Aedes aegypti. A média e o desvio padrdo da
formacéo da pupas séo indicados.

64



frequéncia de fémeas inseminadas

100 298
[ Rock

80+ 3 Aracaju
= 3 Crato
% 601 240
0
2 240
g 40
E

20+ |-|

LMl

0123 0123 0123

fémeas inseminadas (n)

Figura S3. Eficiéncia de copula.

Frequéncia de inseminacdo de fémeas de Aedes aegypti em condi¢bes de confinamento. Em
todos os casos, trinta amostras, cada qual contendo um macho e trés fémeas, todos virgens,
foram mantidas juntas durante trés dias em tubos transparentes. As espermatecas de todas as
fémeas foram entdo examinadas quanto a presenca de esperma. O indice de "desempenho
reprodutivo” é mostrado acima das distribuicdes.
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Figura S4. Relacdo entre o montante de sanque ingerido e o peso corporal

de fémeas de Aedes aegypti.

Cada ponto representa a diferenca entre um pool (constituido por 10 espécimes) pesado
depois do repasto sanguineo e outro pool (com 10 fémeas diferentes) pesado antes da
alimentacéo sanguinea. Linhas horizontais indicam a média de cada distribui¢cdo. As diferengas
estatisticas sdo indicadas por letras sobrescritas (p <0,05).
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Figura S5. Numeros absolutos de postura.

Cada ponto indica o nimero de ovos colocados por uma fémea de Aedes aegypti individual.
Linhas horizontais representam as medianas das distribuicdes. As diferencas estatisticas séo
indicadas por letras sobrescritas (p <0,05).
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CAPITULO 2. SELECAO EM LABORATORIO DE DUAS
POPULACOES BRASILEIRAS DE AEDES AEGYPTI
COM O  ORGANOFOSFORADO  MALATHION:
QUANTIFICACAO DA RESISTENCIA E AVALIACAO DOS
MECANISMOS ENVOLVIDOS

Neste estudo foram usadas as populac¢des caracterizadas no capitulo
anterior. Este bloco de resultados descreve um processo de selecdo, em
laboratorio, com o malathion. Este OP foi progressivamente introduzido como
adulticida no pais desde 2009 (MS-SVS 2009d). A selecdo foi feita com larvas,
por questdes operacionais, assim como ja realizado em varios outros
procedimentos de selecdo em laboratério com adulticidas (ver Discussao;
Gonzalez et al. 1996, Bisset et al. 1998, Hidayati et al. 2005, Rodriguez et al.
2005, Selvi et al. 2010, Hidayati et al. 2011, David et al. 2014).

Foi utilizada uma dose Unica de malathion, capaz de provocar a
mortalidade de 80% dos espécimes na primeira geracao. O procedimento foi
repetido até que a mortalidade tivesse sido reduzida para menos de 20%, o
gue aconteceu depois de cinco geracbes. Para cada populacdo foram
acompanhadas trés réplicas experimentais e duas réplicas controle (sem
presséo de selecdo), todas mantidas de forma isolada umas das outras.

Ao final do processo a resisténcia de larvas e adultos ao malathion foi
quantificada. Foi também avaliado o status de resisténcia de todas as réplicas
aos principais inseticidas empregados no controle de A. aegypti no pais: os
larvicidas temephos e diflubenzuron e o adulticida deltametrina. A analise de
todos os bioensaios foi feita utilizando-se dois critérios: a comparagdo com as
concentracdes letais equivalentes de uma populacdo suscetivel, de referéncia
(Rockefeller), como é feito rotineiramente, e comparagdo com o0s valores das
populacdes originais, antes do processo de selecdo (dados apresentados na
secdo Resultados, Capitulo 1).

Além disso, os principais mecanismos potencialmente envolvidos com

a resisténcia foram avaliados: a resisténcia metabdlica e alteragcbes na
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acetilcolinesterase e no canal de sodio regulado por voltagem, alvos,
respectivamente, de OP e PI.

Em todos os casos foram usados bioensaios, ensaios bioquimicos e
moleculares normalmente empregados na rotina do monitoramento da

resisténcia a inseticidas de populacdes de A. aegypti.

2.1 Justificativa

Ainda que varias populaces brasileiras de A. aegypti tenham sido
classificadas como resistentes aos OP, o0 inseticida empregado nestas
avaliacdes nao foi malathion, e sim o fosforotionato temephos, que vinha sendo
usado no Brasil como larvicida desde 1967. Em 2000 o temephos foi
substituido por Bti nos municipios onde a resisténcia ao composto havia sido
detectada, até que seu uso comecou a ser descontinuado em todo o territério
nacional, a partir de 2009 (Valle et al. 2015, MS-SVS 2009c). Adicionalmente, a
deteccdo de resisténcia ao OP temephos motivou também a troca da classe
inseticida usada no controle de mosquitos adultos, até entdo também OP.
Nesse contexto, a partir do ano 2000 foram usados Pl para o controle de
adultos de A. aegypti (Braga & Valle 2007). Entretanto, muito pouco tempo
depois, varias populagdes naturais do vetor apresentaram alteracdes de
suscetibilidade aos Pl (da-Cunha et al. 2005, Martins et al. 2009). Identificou-
se, a época, a necessidade de trocar a classe de inseticida usada no controle
dos adultos do vetor.

Uma vez que a OMS recomenda apenas cinco compostos para uso em
ultra baixo volume, dos quais quatro sédo PI, a Unica alternativa que restou ao
governo brasileiro (que usa apenas 0s compostos atestados pela OMS, como
sendo seguros a saude humana) foi o uso do OP malathion (OMS 2012). Este,
apesar de também pertencer a classe dos OP, tem estrutura marcadamente
diferente do temephos, pois além de ser alifatico, € um fosforoditioato,
apresentando dois enxofres ligados ao atomo de fésforo central, ao inves de
apenas um (Introducédo, Figura 1; Bloomquist 2009). Estas diferencas
estruturais tém sido importantes do ponto de vista do controle, pois parecem

elicitar mecanismos de resisténcia distintos, assim como ocorre no género
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Anopheles, por exemplo (Hemingway & Ranson 2000, Karunaratne &
Hemingway 2001).

De fato, ensaios iniciais demonstraram suscetibilidade de populacdes
naturais brasileiras de A. aegypti ao malathion (Laficave, dados néo
publicados), o que, de certa forma, validou seu uso como inseticida de escolha
para o controle dos adultos. Sendo assim, a antecipacdo de um suposto evento
de resisténcia a malathion, assim como a elucidacdo dos possiveis
mecanismos envolvidos, seria de grande valor para a definicdo de estratégias
racionais que prolonguem seu uso como alternativa viavel para o controle dos
espécimes adultos de A. aegypti no Brasil. Nesse sentido, foram escolhidas
duas populacdes naturais do vetor ja sabidamente resistentes a OP, sendo
uma delas proveniente de uma regido do pais que apresenta niveis de
resisténcia para temephos excepcionalmente altos, o que pode sugerir

mecanismos de resisténcia distintos daqueles presentes no restante do pais.

2.2 Materiais e métodos

2.2.1 Coleta e obtencao de populacdes de campo

A coleta de ovos de A. aegypti das populacdes de campo foi feita por
meio de ovitrampas, de modo a representar todo 0 municipio a ser avaliado
(Braga et al. 2000, Lima et al. 2003). No laboratorio, as colnias foram iniciadas
com 349 ovitrampas positivas obtidas de Aracaju/SE em 2012, e 272 paletas
positivas de Crato/CE, em 2013 (Viana-Medeiros et al. 2017; Resultados,
Capitulo 1). Os ovos foram postos a eclodir e as larvas, criadas por meio de
procedimento rotineiramente utilizado (Viana-Medeiros 2011). Os adultos de A.
aegypti resultantes foram entéo identificados, selecionados e utilizados para a
obtencao de ovos da geracdo F1. O objetivo inicial era fazer o procedimento da
selecdo com espécimes da geracdo F1 de ambas as populacdes. No entanto a
guantidade de ovos, no caso das duas populacdes, ndo foi suficiente para

suprir tal demanda, e por isto foram usados espécimes da geracao F2.
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2.2.2 Bioensaios

Ensaios funcionais do tipo dose-resposta foram realizados para
quantificar a resisténcia das populagbes de campo, neste caso, frente aos
principais inseticidas usados no controle de A. aegypti no Brasil pelo Ministério
da Saude, até o ano de 2013, quando a ultima coleta foi feita. Os bioensaios de
larvas com temephos seguiram os parametros e procedimentos descritos pela
OMS (OMS 1981), e os bioensaios com DFB foram feitos de acordo com
Martins et al. 2008. Os testes de adultos com Pl e com malathion foram
realizados de acordo com adaptacdo de metodologia que usa papéis
impregnados com inseticidas (OMS 2006, Maciel-de-Freitas et al. 2014). Em
todos os casos, para cada populacao foram feitos de trés a quatro testes, em
dias diferentes, sendo também feitos ensaios simultdneos com a cepa
referéncia de suscetibilidade a inseticidas Rockefeller (Kuno 2010), o que
serviu como um controle interno dos ensaios. Cada bioensaio consistiu na
exposicdo dos espécimes a um espectro de pelo menos oito concentracdes de
inseticida. Larvas foram expostas a temephos por 24 horas e ao DFB até a
morte ou emergéncia do ultimo espécime adulto do grupo controle. Adultos
foram expostos a deltametrina ou a malathion por 1 hora e entdo transferidos
para uma camara de recuperacdo, sem inseticida, onde permaneceram por
mais 24 horas.

Para os inseticidas neurotoxicos, ap0s a leitura de mortalidade, as
concentracdes letais (CL) foram calculadas com o auxilio do software Polo-PC
(LeOra Software, Berkeley, CA) por analise probit (Raymond 1985). Os
resultados dos ensaios quantitativos foram expressos de duas formas (ver
esquema abaixo): (a) como a razao de resisténcia (RR) entre a CL do grupo
experimental sob teste e a CL equivalente de Rockefeller (Rock RRY); e
também (b) tendo como base a CL equivalente da populacdo de campo, na
geracdo com a qual foi iniciado o experimento (‘Parental RR'). Os bioensaios
com DFB foram avaliados de forma semelhante, mas com o calculo de inibicdo
da emergéncia de adultos (Rock IE e Parental IE), e ndo de mortalidade de

larvas (ver esquema abaixo).

71



Rock RR = CL/IE grupo experimental
CL/IE Rock

Parental RR = CL/IE grupo experimental
CL/IE inicial populagdo

O critério previamente validado para classificar o status de resisténcia
ao temephos em populacdes brasileiras de A. aegypti (Montella et al. 2007) foi
também aplicado aos outros inseticidas avaliados neste estudo. De acordo com
este critério, as populacdes com RRgs superior a 3,0 sédo classificadas como
resistentes, e ha recomendacdo de substituicdo das atividades de controle
quimico em campo.

Foi também avaliado o ‘slope’ que é um parametro reconhecido como
uma medida de heterogeneidade das amostras: quanto maior o slope, mais

homogénea é a populacgéo.

2.2.3 Selecdo com o OP malathion

Embora malathion seja um adulticida, optou-se por fazer a sele¢cdo com
larvas das populacdes de campo escolhidas, por questbes operacionais, que
foram: a vantagem de expor, de forma similar, todos os espécimes; e a
possibilidade de poder trabalhar com exposi¢cdo continua (ver detalhamento
adiante). Pensou-se em utilizar uma dose capaz de matar, na primeira geracao
trabalhada, cerca de 80% de espécimes. Esta mesma dose seria mantida por
varias geracgoes, até que a mortalidade fosse de apenas 20%. Foram feitas trés
réplicas biolégicas da selecdo (S1, S2 e S3), por populagdo, sem troca de
espécimes entre as réplicas. Para cada populacdo havia ainda dois grupos
controle (C1 e C2), mantidos simultaneamente nas mesmas condi¢cdes, mas
sem qualquer contato com inseticida.

No entanto, para definir as doses a serem empregadas na selec¢éo, néo
foi possivel usar diretamente as CL: nos bioensaios de produtos neurotdxicos
com larvas, as CL sao avaliadas depois de exposi¢céo por apenas 24 horas. Na
tentativa de encontrar relacao entre CL (24 horas) e mortalidade decorrente de
exposicao continua, foram feitos ensaios prévios com a cepa Rockefeller.
Nestes ensaios de exposicdo continua ao malathion foram utilizadas bacias
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contendo 1L de agua desclorada, 1 g de racdo para gatos (Friskies, Purina/
Camaquéd/RS), e 500 larvas L3/L4, mantidas continuamente a 26°C (em
B.O.D.), até a emergéncia dos adultos. Nestas condi¢des, verificou-se 80% de
mortalidade apds exposicdo continua a CLyy obtida no ensaio regular, com
exposicao ao inseticida por 24 horas.

Apesar deste resultado com Rockefeller, exposicdo da populacdo de
Aracaju a sua CLy, obtida no ensaio regular, nas mesmas condi¢des descritas
acima (até a emergéncia dos adultos), resultou em mortalidade de apenas
5,4%. Para Crato ndo houve qualquer mortalidade, apenas atraso de trés dias
no desenvolvimento das larvas.

Optou-se entdo por diminuir a quantidade de larvas expostas, 0
tamanho e o volume final das bacias. As CL 20, 40 e 60 foram testadas em
grupos de 100 larvas L3/L4 em bacias cilindricas (10 x 12 cm) contendo 250
mL. Estas condi¢des foram reproduzidas na selecdo propriamente dita.

Para as populagdes de Aracaju e Crato foram usados respectivamente
5.400 e 12.300 espécimes da primeira geracdo submetida a selecédo, que foi a
F2. Para Aracaju, a CLy (0,06229 mg/L, IC 0,05935 a 0,06538), mantida até a
emergéncia dos adultos nas novas condi¢gfes experimentais, gerou mortalidade
de 80%. A populacdo de Crato foi exposta a CLgo (0,09876 mg/L, IC 0,09581 a
0,10181), que resultou na mortalidade de 88% dos espécimes.

Os adultos sobreviventes foram alimentados e usados para producéo
de ovos. A partir dai a selecdo procedeu, com as mesmas concentracdes de
malathion, usando 3.000 larvas por réplica.

Os mosquitos adultos foram mantidos em gaiolas cilindricas de papelédo
(medindo 17 x 18 cm), e alimentados ad libitum (exceto antes do repasto
sanguineo) com solucdo acucarada a 10%, reposta trés vezes por semana.
Para obtencédo de ovos, as fémeas foram privadas da solucéo acucarada por
18-24 horas, sendo entdo ofertada alimentacdo sanguinea em cobaios
anestesiados (Hawk & Leary 1999). Tal alimentacdo sanguinea foi feita de
acordo com as diretrizes brasileiras (Filipecki et al. 2011), por meio de
protocolo aprovado pela “Comisséo de Etica no Estudo de Animais” (CEUA/
Fiocruz 2008), licencas L-011/09 e LW-20/14. Foram feitas quatro alimentacfes
sanguineas visando a obtencdo de ovos. O nimero de espécimes expostos a

selecdo foi calculado ndo somente para garantir representatividade das
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amostras, mas também para permitir que houvesse material suficiente para
todos os ensaios necessarios (cerca de 1.000 espécimes por bioensaio, além
de cerca de 2.000 espécimes para todos 0s ensaios bioquimicos e
moleculares).

Ao final de cinco geracdes de selecdo em laboratorio, as amostras
selecionadas alcancaram mortalidade inferior a 20% na presenca do inseticida,

e 0 experimento foi finalizado.

2.2.4 Ensaios de genotipagem

A pesquisa por mutacfes kdr no gene Nay das amostras pos-selecéo
foi feita usando o método de TagMan, assim como descrito para 0s mosquitos
parentais de Aracaju (Linss et al. 2014). Em cada grupo experimental, foram
usados 30 machos individuais da geracdo F7 de Aracaju S1-S3, e C1 e C2 e,
para Crato, da geracdo F7 para S1-S3, e F6 para Cl e C2. Foram feitas
reacoes independentes para a avaliagdo das substituicdbes Vall016lle e
Phel534Cys. Para cada posicdo, foi usado 1 pl, equivalendo a 0,5% do
conteudo de DNA extraido de cada espécime, em uma reacao que tinha 10 pl
de volume final. Os genotipos individuais, bem como as frequéncias alélicas e
genotipicas de cada populacao, foram calculados com base nas variacées nas

posicdes 1016 e 1534, ambas dentro do mesmo gene (Linss et al. 2014).

2.2.5 Ensaios bioquimicos

Fémeas adultas de um dia de idade foram avaliadas de acordo com
metodologia descrita por Valle et al. (2006), com base nas recomendac¢des do
Centro de Controle e Prevengcdo de Doencgas americano (CDC) e da OMS
(CDC 1998, Hemingway 1998). O mesmo protocolo, com algumas adaptacoes,
foi aplicado as larvas (Viana-Medeiros 2011). As atividades de MFO, EST e
GST foram quantificadas. Foram empregados trés substratos para EST:
acetatos de a- e B-natftil, e de p-nitrofenil, relativos as atividades denominadas,
respectivamente, de a-EST, B-EST e pNPA-EST.
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Para Acetilcolinesterase (Ace), sitio-alvo de OP, foram feitos ensaios
tanto de atividade total (AChE) como de atividade inibida (AChl) por propoxur,
um CB.

Para o calculo das atividades enzimaticas especificas, o conteudo de
proteina total de cada amostra foi quantificado utilizando o reagente para
proteinas da marca Bio-Rad (niUmero de catalogo: 500-0006), que se baseia no
método de Bradford (Bradford 1976). Para todas as enzimas foram realizados
pelo menos trés ensaios, em dias diferentes, cada um com 40 espécimes
individuais da populacdo sob teste e cinco espécimes da cepa Rockefeller
(sendo estes também considerados controles das reac¢des enziméaticas).

As atividades enzimaticas foram classificadas essencialmente de
acordo com critério estabelecido anteriormente por nosso grupo: apds o calculo
do percentil 99 de Rockefeller, a taxa de espécimes acima deste valor foi
estimada para cada enzima e populacdo. As atividades foram classificadas
como normais, alteradas ou muito alteradas nos casos em que esta taxa foi,
respectivamente, inferior a 15, entre 15 e 50, ou acima de 50% (Montella et al.
2007). Além disso, foi avaliado o indice de ‘Alteracado Bioquimica Global’ (ABG)
que é o calculo, para cada populacdo, da média das alteraces de atividade em
todas as classes de enzimas (excetuando-se AChl).

Vale ressaltar que, especificamente para o ensaio de inibicdo da Ace
com propoxur (AChl), existe um critério da OMS que estabelece que atividade
remanescente superior a 30% é indicativa de resisténcia a inseticidas OP
(Hemingway 1998). Para esta avaliacdo, € usual a comparacao gréafica entre os
perfis de inibicdo da atividade das populacdes de interesse e de Rockefeller.
Nesse sentido, na Figura 2.2, os termos Rock.a e Rock.b representam,
respectivamente, os perfis de Rockefeller usados no céalculo das alteracbes
bioquimicas (em anos diferentes; ver Resultados, Capitulo 1 - Tabela S1)
acrescidos dos controles dos ensaios de Aracaju e Crato (cinco espécimes de

Rockefeller avaliados simultaneamente a cada ensaio enzimatico).

2.3 Resultados
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2.3.1 Selecao

A selec¢do foi feita com uma dose fixa de malathion, adicionada as
larvas de terceiro estddio e mantida continuamente até a pupacdo. O
procedimento resultou em sobrevivéncia de 20,4 e 11,8% dos individuos da
geracao inicial das populacfes de Aracaju e Crato, respectivamente. A selecéo
prosseguiu até que a mortalidade fosse inferior a 20%.

A cada geracao, observou-se aumento mais regular da sobrevivéncia
de Aracaju em comparacgéo com Crato (R? = 0,8623; 0,8264 e 0,9803; para S1,
S2 e S3 de Aracaju; e R? = 0,6191/S1; 0,7099/S2 e 0,714/S3 de Crato). No
entanto, as duas populacdes alcancaram o limiar de 80% de sobrevivéncia,
definido como o momento de interrupcdo da selecdo, na quinta geracdo. Este
limiar esta indicado por uma linha rosa nos gréaficos da Figura 2.1, que mostra
0s percentuais de sobrevivéncia ao longo do experimento de pressao seletiva.

As avaliacbes do potencial impacto da selecdo em laboratério foram
feitas na quinta geracdo. No entanto, a titulo de confirmacéo, para a populacao
de Crato, a exposicdo ao malathion foi repetida com a geracdo posterior,

guando se detectou 90,9% de sobrevivéncia.

Selecdao com malathion

Aracaju Crato

100 100
-Jf‘_,—”‘ - 51 - S1
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60 60

404 404
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Figura 2.1. Taxa de sobrevivéncia de duas populagfes de Aedes aegypti submetidas a selegao

com uma dose fixa de malathion, de forma continua, entre as fases L3 e de pupa. Para as duas
populacdes as avaliagBes pbs-selecdo foram feitas na quinta geracao.

2.3.2 Status de resisténcia das populacdes selecionadas

Como mencionado acima, os impactos da selecdo com malathion e da

adaptacdo a criacdo em laboratério foram avaliados de duas maneiras:
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calculando-se a RR tendo como base a cepa referéncia de suscetibilidade,
Rockefeller (‘'Rock RR'), ou a geracéo inicial das populagdes naturais do estudo
(Parental RR'). Em alguns casos, como previamos, foram observados
resultados discrepantes entre as duas avaliacOes, feitas a partir de valores de
referéncia diferentes. Para permitir comparacdo direta, os resultados das
avaliagcOes iniciais, pré-selecdo (Resultados, Capitulo 1; Viana-Medeiros et al.
2017) também estdo mostrados.

Na Tabela 2.1, os resultados ressaltados em rosa nas colunas 'Rock
RR' indicam resisténcia ao malathion quando se emprega o critério de
classificacdo estipulado pelo MS, previamente definido para o OP temephos
(ver Materiais e Métodos, item 'bioensaios’).

As duas abordagens analiticas (Rock RR e Parental RR) apontaram a
efetividade da selecdo em laboratorio promovida no estudo: (a) as RR (‘Rock’ e
'Parental’) aumentaram nas larvas de praticamente todos 0S Qrupos
selecionados (sendo inclusive classificadas como resistentes ao malathion em
todos estes, no caso da comparacdo com Rockefeller - critério Rock RRgs); (b)
em Crato, a pressao seletiva repercutiu no estagio adulto a ponto de este
também ser classificado como resistente depois da selecdo, quando se
empregou o critério Rock RRgs. Além disso, de maneira geral, 0s grupos
mantidos separadamente se comportaram de forma equivalente nas duas

populacoes.
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Tabela 2.1. RazGes de resisténcia de larvas e adultos de A. aegypti de
Aracaju/SE e Crato/CE ao malathion.

malathion (larvas) malathion (adultos)
Rock Rock Parental Parental Rock Rock Parental Parental
" N slope slope

populagdo geragdo RRso RRgs RRsq RRgs RRso RRgs RRsq RRgs
Aracaju F1 2,6 2,9 1,0 1,0 4,7 1,6 1,8 1,0 1,0 6,6
Aracaju C1 2,4 2,6 1,3 1,1 5,8 1,7 2,4 1,1 1,2 5,6
Aracaju C2 2,3 2,5 1,2 1,0 5,5 1,6 2,6 1,0 1,3 4,9
Aracaju S1 F7 2,4 3,1 1,3 1,3 4,6 1,8 2,4 1,2 1,2 6,5
Aracaju S2 3,5 4,0 1,8 1,7 5,2 2,0 2,7 1,3 1,3 6,3
Aracaju S3 2,9 3,8 1,5 1,6 43 1,9 2,4 1,2 1,2 7,1
Crato F2 2,4 2,8 1,0 1,0 4,3 1,6 2,0 1,0 1,0 5,0
Crato C1 - 23 2,6 1,3 1,1 5,1 1,8 2,7 1,1 1,1 5,4
Crato C2 2,2 2,5 1,2 1,1 5,2 1,9 2,5 1,2 1,1 6,1
Crato S1 53 5,9 3,0 2,5 5,6 2,5 3,2 1,5 1,4 6,5
Crato S2 F7 4,7 51 2,7 2,2 5,6 2,5 3,7 1,6 1,6 5,2
Crato S3 4,8 5,3 2,7 2,3 5,5 2,3 3,4 1,4 1,4 5,2

Estéo indicados os resultados das populagdes originais e das amostras apds selecéo de larvas
com malathion (S1-S3) ou simplesmente depois de manutencao em laboratério, na auséncia de
inseticida (C1, C2). Adotando-se o critério validado para Rock RR de temephos no Brasil
(Montella et al. 2007, Valle et al. 2015), popula¢ées com RRgs menor que 3,0 séo classificadas
como inalteradas (em verde), e aquelas com valores superiores, sdo indicativas de alteragédo
de suscetibilidade (em rosa). Rock RR: razdo de resisténcia tendo como base as CL da cepa
Rockefeller. Parental RR: razdo de resisténcia tendo como base as CL iniciais das popula¢fes
sob teste. C: grupo controle. S: grupo selecionado. Slope: inclinacdo da reta formada quando
se constréi grafico 'concentracdo inseticida X mortalidade'; este valor é usado como indicador
de heterogeneidade das amostras.

Por outro lado, os grupos mantidos sem inseticida, no laboratorio,
apresentaram resultados diferentes dependendo do critério de comparacao: (a)
no estagio larvar, houve discreta redug¢ao das ‘Rock RR’ para malathion (que ja
eram baixas); (b) contudo, houve aumento nas ‘Rock RR’ dos adultos; (c)
também foi identificado ligeiro aumento das ‘Parental RR’ em ambos os
estagios avaliados, larvas e adultos. Resta definir, contudo, qual a significancia,
estatistica e bioldgica, dos valores encontrados.

As diferencas entre as ‘Parental RR’ parecem mais sutis do que as
alteragdes observadas nas ‘Rock RR’. No entanto, racionalizamos que as taxas
‘Parental RR’ permitem visualizar de forma mais direta a amplitude das
alteracdes, em relacdo a cada populagéo original.

A analise dos slopes evidenciou que em praticamente todos 0S casos
0Ss grupos mantidos no laboratorio, com ou sem pressdo de selecao,
diminuiram sua heterogeneidade (maiores valores de slope), quando
comparados com as populacdes originais, de campo (Tabela 2.1; ANEXO B -
Tabelas B1 e B2).
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A selecdo com malathion ndo parece ter induzido resisténcia cruzada
com temephos, outro OP. Esta situagdo era, de certa forma, esperada,
considerando as estruturas moleculares dos dois inseticidas (Introducéo, Figura
1) e outros relatos da literatura (Hemingway e Karunaratne 1998, Hemingway e
Ranson 2000, Li et al. 2007). Este fendmeno é percebido quando se compara
as 'Rock RR' (Tabela 2.2 e ANEXO B - Tabela B3). A reducdo dos indices de
resisténcia foi mais marcada em Crato, a populagdo inicialmente mais
resistente ao temephos.

Ainda em relacéo a avaliacdo de temephos com a Rock RR, a simples
manutencdo em laboratério (grupos C) parece ter reduzido levemente a
resisténcia inicial das popula¢des - o que também era esperado, uma vez que
em geral este € o resultado quando se elimina a presséo de selecdo. A reducéo
da resisténcia a temephos parece ter sido mais acentuada nos grupos
selecionados com malathion do que nos grupos controle, o que foi inesperado.
Entretanto, € necessério confirmar a significancia funcional destes dados.

Por outro lado, as avaliagdes usando ‘Parental RR’ apontam um
cenario diferente: nos grupos selecionados com malathion ndo parece ter
havido qualquer modificacdo do status original de resisténcia a temephos, em
relacdo a populacado original. No entanto, a simples manutencdo em cativeiro
(grupos controle) parece ter aumentado discretamente os valores de RR para
temephos. Isto entdo ndo seria consequéncia da selecdo com malathion, mas
simplesmente reflexo da manuteng&o em cativeiro.

A analise dos slopes dos bioensaios com temephos demonstra que, ao
final do experimento, de maneira geral, as amostras de ambas as populacdes
tenderam a ficar levemente mais homogéneas. Além disso, chama a atencao
gue todos os valores de Crato sdo marcadamente menores que os de Aracaju,
sugerindo maior heterogeneidade daquela populagcdo. No entanto, a
variabilidade entre os slopes das réplicas foi muito grande, o que dificulta a

andalise de tendéncias.
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Tabela 2.2. Raz0es de resisténcia ao temephos, em larvas de A. aegypti de
Aracaju e Crato, apdés selecdo com malathion e manutencdo em
laboratério.

temephos
Rock Rock Parental Parental
. . slope

populagao geragao RRsq RRgs RRsq RRgs
Aracaju F1 11,2 12,9 1,0 1,0 4,2
Aracaju C1 8,7 11,5 1,2 1,0 5,2
Aracaju C2 8,3 12,9 1,1 1,1 4,2
Aracaju S1 F7 5,8 9,6 0,8 0,8 4,0
Aracaju S2 7,5 10,3 1,0 0,9 49
Aracaju S3 8,5 11,8 1,1 1,0 4,8
Crato F2 23,2 64,8 1,0 1,0 2,0
Crato C1 £6 19,2 43,9 2,1 1,1 2,9
Crato C2 13,5 40,4 1,5 1,0 2,4
Crato S1 81 26,6 0,9 0,7 2,3
Crato S2 F7 9,1 45,7 1,0 1,2 1,8
Crato S3 12,4 44,3 1,4 1,1 2,2

Legendas e siglas como na Tabela 2.1

Na época em que se iniciou o estudo, o diflubenzuron havia sido
introduzido h& pouco para o controle de larvas no pais. Trata-se de um
regulador do desenvolvimento dos insetos, tendo, com isso, mecanismo de
acao distinto dos neurotoxicos classicamente utilizados. Por isso o calculo das
RR, neste caso, emprega os indices de inibicdo da emergéncia de adultos (IE),
e ndo as concentragcdes letais usadas nos ensaios com inseticidas
neurotdxicos. Em relacdo ao DFB, todos os indices ‘Rock RR’ obtidos foram
considerados baixos e compativeis com o status de suscetibilidade (Tabela 2.3,
gue resume os resultados dos bioensaios com DFB, e ANEXO B - Tabela B4,
que os detalha).

Ainda que todas as amostras tenham sido classificadas como
suscetiveis ao DFB, os dois critérios de avaliacdo apontam conclusfes
distintas. Enquanto a analise ‘Rock RR’ mostra tendéncia de discreta reducéo
dos valores de RR nos grupos controle e manutencdo dos valores originais nos
grupos selecionados, a analise ‘Parental RR’ parece indicar valores levemente
maiores em todos 0s grupos selecionados.

A analise dos slopes sugeriu, de maneira geral, que as amostras das
duas populacbes tenderam a ficar mais homogéneas em resposta a
manuten¢ao em cativeiro, independente da sele¢éo (Tabela 2.3).
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Tabela 2.3. Razdes de resisténcia ao diflubenzuron, em larvas de A.
aegypti de Aracaju e Crato, ap0s selecdo com malathion e manutencéao
em laboratorio.

diflubenzuron

Rock Rock Parental Parental

slope

populagao geracao RR;sq RRgg RRsq RRgs
Aracaju F1 1,6 1,7 1,0 1,0 4,0
Aracaju C1 1,4 1,3 1,5 1,0 7,8
Aracaju C2 1,2 1,6 1,4 1,2 48
Aracaju S1 F7 1,4 1,8 15 1,4 44
Aracaju S2 1,4 1,6 1,5 1,2 57
Aracaju S3 1,6 1,9 1,7 1,4 49
Crato F2 1,6 1,8 1,0 1,0 5,5
Crato C1 6 1,3 13 1,1 1,0 6,3
Crato C2 1,2 1,2 1,0 0,9 6,3
Crato S1 1,5 1,8 1,3 1,4 4,8
Crato S2 F7 1,8 1,7 15 1,2 8,0
Crato S3 1,6 1,7 1,4 1,2 6,3

Legendas e siglas como na Tabela 2.1.

Em relacdo a deltametrina, todas as amostras foram consideradas
muito resistentes (a Tabela 2.4 resume os resultados e ANEXO B - Tabela B5,
os detalha).

De maneira inesperada, a manutencdo em laborat6rio exacerbou o0s
niveis de resisténcia a Pl dos grupos controle, nas duas populacdes do estudo.
Isto foi observado com os dois critérios de analise, 'Rock RR' e 'Parental RR'.
Este efeito, no entanto, ndo foi observado nos grupos selecionados com
malathion. Nestes, ao contrario, e principalmente em Crato, a resisténcia a
deltametrina, de modo geral, parece ter diminuido.

Ao contrario dos ensaios anteriores, houve tendéncia de aumento de
heterogeneidade (menores slopes). Ndo houve muita variacdo deste parametro
entre as réplicas, o que, no caso de Crato, poderia validar a aparente maior
homogeneidade dos grupos S, comparados com os grupos C. Em Aracaju,
todos os slopes foram inferiores a amostra original, ou seja, ndo pareceu haver

correlacéo entre alteracéo na heterogeneidade e o processo de sele¢ao.
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Tabela 2.4. Razbes de resisténcia a deltametrina, em adultos de A. aegypti
de Aracaju e Crato, ap6s selecdo com malathion e manutencdo em
laboratorio.

deltametrina

Rock Rock Parental Parental

slope

populagao geragao RRsq RRgs RRsq RRgs
Aracaju F1 14,3 17,8 1,0 1,0 3,6
Aracaju C1 40,7 60,2 2,3 4,3 2,3
Aracaju C2 41,8 90,5 2,4 6,5 1,8
Aracaju S1 F7 11,6 23,0 0,7 1,7 1,9
Aracaju S2 9,7 17,2 0,6 1,2 2,0
Aracaju S3 10,9 16,4 0,6 1,2 2,2
Crato F2 37,0 51,6 1,0 1,0 2,3
Crato C1 £6 39,6 91,2 1,1 1,8 1,8
Crato C2 40,8 75,3 1,1 15 2,0
Crato S1 28,3 35,0 0,8 0,7 2,5
Crato S2 F7 26,4 41,1 0,7 0,8 2,2
Crato S3 32,2 37,7 0,9 0,7 2,6

Legendas e siglas como na Tabela 2.1.

2.3.2.1 Comparacdo das alteracOes visualizadas

A Tabela 2.5 mostra as discrepancias observadas entre os dois
critérios de analise, ‘Rock RR’ e ‘Parental RR’. De forma empirica, as
diferencas de ‘Rock RR’ e de ‘Parental RR’ menores que 1,0 e 0,5, entre as
amostras, respectivamente, foram consideradas pequenas. As conclusdes
discrepantes entre os dois critérios foram realcadas em rosa, assim como feito
para as réplicas que apresentaram comportamento diferenciado. Em verde sao
assinalados resultados concordantes quando se usam ambos 0s critérios.

As réplicas dos grupos controle das duas populacdes se comportaram
de forma similar, sem muita variacao entre elas. No entanto, em alguns casos,
apenas nos grupos selecionados, houve dispersdo entre as réplicas (em rosa
na Tabela 2.5). Nestes casos, tendéncias foram apontadas apenas se
observadas em pelo menos quatro dos seis resultados obtidos (trés resultados
de RRsg € trés de RRys).

Nos grupos controle das duas amostras, Aracaju e Crato, chama a
atencdo que todas as andlises feitas com mosquitos adultos (malathion e

deltametrina) tenham apresentado resultados concordantes entre as duas
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abordagens: aumento da RR em relacdo a populacdo original. A0 mesmo
tempo, todas as avaliacdes feitas com larvas (malathion, temephos e DFB)
foram discrepantes entre os dois critérios, com tendéncia de reducdo em
relacdo a populagao original quando ‘Rock RR’ foi empregado e tendéncia de

aumento quando se usou ‘Parental RR’.

Tabela 2.5. Resumo das alteracGes identificadas usando os critérios de
analise ‘Rock RR’ e ‘Parental RR’ nas amostras de Aracaju (a) e Crato (b).

= Rock RR Parental RR Rock RR Parental RR Rock RR Parental RR Rock RR Parental RR Rock RR Parental RR
comparagao pop h

malathion (larvas) malathion (adultos) diflubenzuron deltametrina
discreta discreto discreto discreto . discreto discreta
CONTROLE L redugdo o
c
réplicas
. .= P - P -
homogeneidade ‘@ aumento diminuigdo aumento aumento diminuigéo
o
Y . .
~ < discreto discreto discreto . di Ji o (RETLEEED
SELECAO aumento reducdo . dos valores redugdo dos valores
aumento aumento aumento reducdo PP aumento PPN
iniciais Iniciais
(a) réplicas
homogeneidade manutengédo manutengéo aumento aumento diminui¢éo

Rock RR Parental RR Rock RR

Parental RR Rock RR Parental RR Rock RR Parental RR Rock RR Parental RR
malathion (larvas) (adultos) I

comparagao pop diflubenzuron deltametrina

manutencdo

discreta discreto discreto discreto " discreta marcado
CONTROLE N reducdo aumento . valores aumento
reducdo reducdo L aumento
Iniciais
réplicas
homogeneidade 2 aumento aumento aumento aumento diminuicdo
S
" _ TEEED f MENTEED discreto marcada discreta
SELECAO redugdo valores valores . ~
L P aumento reducdo reducdo
Iniciais Iniciais
(b) réplicas
homogeneidade aumento aumento aumento aumento aumento

Estdo marcadas em rosa as discrepancias e em verde, as concordancias, entre os resultados
das duas abordagens (ver texto para detalhes).

Por outro lado, nos grupos selecionados, houve concordancia entre 0s
dois critérios para malathion, o inseticida usado na selegdo: verificou-se
aumento de RR em larvas e adultos em todos os casos.

Em geral, espera-se que a manutencdo em laboratério, sem pressao
seletiva como é o caso dos grupos controle, resulte em aumento da
homogeneidade das amostras populacionais (mensurada pelo aumento de
slope). De maneira geral, isso foi detectado para todos os inseticidas avaliados,
exceto na avaliacdo de deltametrina, tanto em Aracaju como em Crato. No
entanto, foi justamente para deltametrina que houve um inusitado aumento de

resisténcia em todas as réplicas dos grupos controle.
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Por outro lado, a selecdo parece ter impactado de forma diferente as
duas populagbes: enquanto Crato tendeu a ficar mais homogénea, Aracaju
demonstrou diferentes tendéncias em relacdo ao slope, para os inseticidas

avaliados no estudo.

2.3.3 Genotipagem das mutacdes kdr

Os gendtipos kdr nas posicdes 1016 e 1534 do gene Nay, sitio alvo de
Pl, sdo mostrados nas Tabelas 2.6 e 2.7. O alelo 'tipo selvagem' e suscetivel,
'1016 Val® / 1534 Phe™, foi chamado de 'S'. O alelo mutado somente na
posicdo 1534 (1016 Val* / 1534 Cys™) foi denominado 'R1' e o outro, com
mutacées em ambas as posicdes (1016 lle" / 1534 Cys*™), 'R2'. Mutacéo
apenas no sitio 1016 nao foi encontrada. Os trés alelos foram detectados em
Aracaju e Crato. Uma vez que as mutagoes kdr nas posicdes 1016 e 1534 tém
carater recessivo, a resisténcia a Pl mediada por tais alteracdes somente é
expressa nos individuos homozigotos: R1R1, R1R2 e R2R2 (Linss et al. 2014;
realcados em rosa nas Tabelas 2.6 e 2.7).

Originalmente R2 foi o alelo mais frequente em Aracaju, seguido pelo
alelo selvagem (Tabela 2.6 e Resultados, Capitulo 1). Ao final do experimento
de selecdo com o OP malathion ou da manutencdo desses espécimes em
auséncia de pressao, observou-se um aumento na frequéncia do alelo S, em
praticamente todos os grupos avaliados.

Em Crato, por outro lado, o alelo selvagem foi o mais frequente,
seguido por R1, padrdo que se manteve em todos os grupos amostrais (Tabela
2.7 e Resultados, Capitulo 1). Em relacdo a populagéo original, foi detectado,
ao final do experimento, aumento na frequéncia do alelo S em todos os grupos,
controle e selecionados.

Inicialmente, foi observada proporcéo similar destes gendtipos kdr, que
foram 43 e 32%, para Aracaju e Crato, respectivamente. De maneira geral,
pode-se dizer que as frequéncias dos genaotipos kdr foram menores em todos
0S grupos, selecionados e controle, do que inicialmente (colunas fgKdr nas
Tabelas). Estes resultados estdo em contradicdo com o aumento das RR para

deltametrina observado, notadamente nos grupos controle (Tabela 2.4). O
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conjunto dos dados aponta para a ocorréncia de outros mecanismos

associados a resisténcia a Pl em Aracaju e Crato.

Tabela 2.6. Alteracdes em Aracaju, pré- e pds-selecdo, no canal de sodio
regulado por voltagem (AaNay), sitio alvo de piretroides.

Aracaju Frequéncias alélicas Frequéncias genotipicas

n total S R1 R2 SS SR1 R1R1 SR2 R1R2 R2R2 fgKdr
FO 30 0,383 0,100 0,517 0,200 0,033 0,033 0333 0,100 0,300 0,433

F7C1 30 0,350 0,233 0417 0,100 0,133 0,033 0367 0,267 0,100 0,400
F7C2 30 0,517 0,100 0,384 0,233 0,100 0,000 0467 0,100 0,100 0,200

F7 S1 29 0,517 0,121 0,362 0,172 0,172 0,000 0,517 0,069 0,069 0,138
F7 S2 30 0,500 0,167 0,334 0,267 0,067 0,067 0,400 0,133 0,067 0,267
F7 S3 30 0,400 0,250 0,351 0,100 0,233 0,033 0,367 0,200 0,067 0,300

Os alelos S, R1 e R2 referem-se as posicdes 1016 e 1534 do gene Nay: 1016 Val* / 1534 Phe"
(S), 1016 Val'/ 1534 Cys*" (R1) e 1016 lle""" / 1534 Cys*" (R2). Estdo realcados em rosa os
alelos e os genodtipos kdr. fgkdr: frequéncia dos gendétipos kdr (R1R1 + R1R2 + R2R2). Foram
avaliados, para cada grupo, 30 machos adultos ('n total'). Diferentemente das demais
avaliacbes, a andlise das mutacdes kdr de Aracaju utilizou espécimes da geracao parental (FO;
dados publicados previamente: Linss et al. 2014).

Tabela 2.7. Alteracdes em Crato, pré- e pés-selecdo, no canal de sodio
regulado por voltagem (AaNay), sitio alvo de piretrdides.

Crato Frequéncias alélicas Frequéncias genotipicas

n total S R1 R2 SS SR1 R1IR1 SR2 R1R2 R2R2 fgKdr
F2 28 0,446 0,393 0,161 0,214 0,321 0,179 0,143 0,107 0,036 0,321

F6 C1 28 0,464 0,339 0,196 0,143 0,321 0,143 0,321 0,071 0,000 0,214
F6 C2 30 0,667 0,284 0,050 0,500 0,300 0,100 0,033 0,067 0,000 0,167

F7 S1 29 0535 0,276 0,190 0,207 0310 0,103 0,345 0,034 0,000 0,138
F7S2 30 0,500 0,317 0,183 0,133 0,533 0,000 0,200 0,00 0,033 0,133
F7 S3 29 0517 0,311 0,173 0,379 0,207 0,138 0,069 0,138 0,069 0,345

Legenda como na Tabela 2.6.

2.3.4 Resisténcia metabodlica e alvo de OP

A Tabela 2.8 mostra os perfis de atividade de larvas e adultos das
populacées Aracaju e Crato com respeito as principais classes de enzimas
detoxificadoras. Atividade total do sitio alvo de OP, a enzima Ace, assim como
seu perfil de inibicio (AChE e AChI, respectivamente), também sé&o
apresentados. Além disso, foi incluida a ‘Alteragdo Bioquimica Global' (ABG) —

um indicador elaborado para facilitar a comparacéo inter e intrapopulacoes.

85



As duas populacdes avaliadas mostraram mais alteracdes no estagio
adulto do que no larvar. Em Aracaju houve, de maneira geral, declinio nas
alteracdes enzimaticas ao final do experimento, o que foi mais marcado no
estagio larvar. Em Crato, por outro lado, foi observado um aumento
generalizado das alteracdes enzimaticas no estagio adulto. A ABG corrobora

todas estas conclusdes.

Tabela 2.8. Mecanismos de resisténcia de Aracaju (a) e Crato (b), pré- e
pés-selecdo, de acordo com ensaios bioquimicos.

% acima do percentil 99 de Rockefeller
populagdo  grupo AChI AChE MFO a-Est Pp-Est pnpa-Est 6ST ABG*

(a) Fy | 6 4 9 30 39 55 20 26
1 2 0 9 19 0 4 2 6

Aracaju c2 3 0 7 31 1 4 8
(larvas) s1 1 3 3 5 0 26 10 8
s2 0 1 5 15 0 18 0 7

s3 3 0 9 6 3 11 0 5

(F1) 63 1 87 75 8 32 36 40

ct 0 9 0 7 0 46 80 24

Aracaju c2 0 0 0 27 1 78 65 29
(adultos) s1 0 29 0 15 0 63 40 25
s2 0 0 0 28 1 63 26 20
s3 0 33 0 33 3 51 43 27

% acima do percentil 99 de Rockefeller
populagdo  grupo AChI AChE MFO a-Est Pp-Est pnpa-Est 6ST ABG*

(b) (F2) 4 0 2 4 1 22 13 7
c1 10 0 5 29 1 8 6 8

Crato c2 8 0 0 19 0 4
(larvas) s1 (0] 4 4 25 5 4 6 8
s2 3 3 3 38 0 10 8 10

s3 1 1 5 34 13 10 10 12

(F2) 0 34 0 17 0 23 26 17

c1 1 0 0 70 22 99 67 43

Crato c2 0 1 0 61 17 87 33 33
(adultos) s1 0 8 0 59 8 90 58 37
s2 0 0 0 81 33 100 49 44

s3 0 9 0 54 16 90 57 38

As atividades enzimaticas foram classificadas de acordo com o percentual de individuos com
atividade acima do percentil 99 da cepa Rockefeller: se <15%, entre 15 e 50%, e >50%, sendo
consideradas normais (em verde), alteradas (em amarelo), e muito alteradas (em rosa),
respectivamente. *ABG: ‘'alteracdo bioquimica global: para cada amostra, média dos
percentuais de individuos acima do cut off mencionado, considerando-se todas as atividades
relacionadas a resisténcia metabdlica e AChE. A geragédo inicialmente avaliada foi F1 para
Aracaju e F2 para Crato. O restante das andlises foi feito com espécimes da geracao F7,
exceto para os grupos controle de Crato, com a geracao F6.
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De maneira geral, ndo foram notadas diferencas entre o0s grupos
controle e expostos a selegcdo com malathion. A Unica excegdo aparente foi a
alteracdo de GST mais marcada nas fémeas controle de Aracaju.

Fémeas adultas de Aracaju apresentaram, de forma generalizada,
maior atividade de pNPA-EST e reducdo de a-EST, em relacdo a amostra
original. Em Crato, foram também observadas alteragfes mais marcadas de a-
EST e pNPA-EST em fémeas das amostras finais, em relacdo as parentais.

No estagio larvar, por outro lado, houve tendéncia de queda em todas
as alterac6es metabolicas detectadas na amostra inicial de Aracaju. Ao passo
que, em Crato, a alteracao inicial de pNPA-EST parece ter sido substituida pela
de a-EST.

Adicionalmente, as alteracdes de MFO e AChl em fémeas adultas da
geracao inicial de Aracaju parecem ter sido revertidas durante a manutencao
em cativeiro, independente da selecdo (Tabela 2.8a). O mesmo parece ter
ocorrido para a alteragao inicial de AChE em Crato (Tabela 2.8b). Em funcgé&o
dessas alteracdes iniciais de Ace nas duas populacdes, investigamos o perfil
de inibicdo da enzima usando o critério da OMS: inibicdo de 70% ou mais da
atividade de Ace com propoxur (AChl) é indicativo de que a enzima é sensivel
a OP e CB (Figura 2.2). De acordo com este critério, AChl € compativel com

suscetibilidade nos mosquitos das amostras originais de Aracaju e Crato.
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Figura 2.2. Perfis de atividade da acetilcolinesterase, alvo de OP, apés inibicdo com
propoxur, nas amostras originais de Aracaju e Crato. Gréaficos do tipo box plot mostram a
atividade remanescente de Ace depois de inibicdo com o CB propoxur, em larvas ou adultos
individuais. Cada box indica os quartis das distribuicdes. A linha horizontal dentro dos boxes
representa a mediana e as linhas verticais externas apontam para 0s percentis 10 e 90. Os
pontos correspondem a espécimes individuais fora deste intervalo. Rock.a e Rock.b: ver item
‘Ensaios bioquimicos’ da metodologia. De acordo com a OMS, a Ace é classificada como
suscetivel aos inseticidas nos casos em que propoxur inibe sua atividade em 70% ou mais (ou
seja, quando a atividade remanescente é inferior a 30%; Hemingway 1998).
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2.4 Discussao

O estudo almejou apresentar a selecdo em laboratério de duas
populacdes brasileiras de A. aegypti com o organofosforado malathion, em
relagdo a quantificagcdo da resisténcia e a avaliacdo dos mecanismos
envolvidos através de metodologias aplicadas rotineiramente nos programas de
controle de vetores.

Na época da idealizacdo do estudo, em 2012, poucos trabalhos
investigavam a suscetibilidade de populacdes naturais deste vetor ao
malathion, e a maioria indicava sensibilidade ao inseticida (Coto et al. 2000,
Fonseca-Gonzalez et al. 2011, Komalamisra et al. 2011, Rong et al. 2012).
Uma revisdo com dados de suscetibilidade a inseticidas em populacdes
colombianas do vetor apontou a existéncia de uma amostra resistente, duas
com resisténcia incipiente, e 37 suscetiveis, todas avaliadas através da
metodologia de papéis impregnados, preconizada pela OMS: apds uma hora
de exposicdo e 24 horas de recuperacdo em ambiente livre de malathion
(Serrano 2012). Esse mesmo estudo indicava a ocorréncia de quatro
populacdes do vetor resistentes ao malathion, dentre 42 amostras submetidas
ao protocolo padronizado pelo CDC, que avalia tempo letal em garrafas
impregnadas (Brogdon e McAllister 1998). Dentre as 26 populacfes avaliadas
por Serrano através das duas metodologias, OMS e CDC, cinco apresentaram
resisténcia ou resisténcia incipiente, mas apenas em um dos ensaios (ou seja,
em nenhuma das situacOes detectadas de alteracdo de suscetibilidade houve
concordancia das duas abordagens metodoldgicas).

Outro trabalho sugeriu resisténcia de cinco populacdes brasileiras de A.
aegypti ao malathion (Macoris et al. 2007). No entanto, neste caso, 0S
bioensaios foram avaliados depois de uma hora de exposi¢do, e ndo apos 24
horas de recuperacédo, conforme recomendado pela OMS (OMS 2006). Neste
mesmo trabalho, a mortalidade da cepa Rockefeller, referéncia de
suscetibilidade, foi inferior a 100% quando se usou a dose diagndstica proposta
pela OMS. Esta dose, no entanto, € (ou deveria ser) equivalente ao dobro da
concentracdo minima que mata 100% dos individuos de uma cepa suscetivel.

Além disso, foi também sugerida alteracdo incipiente na suscetibilidade

ao malathion de cinco outras populacfes brasileiras do vetor (Lima et al. 2003).
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Este estudo, realizado em garrafas impregnadas (metodologia CDC), avaliou a
resposta a uma dose do inseticida capaz de induzir a mortalidade de 100% dos
espécimes expostos da cepa Rockefeller. Neste procedimento com garrafas,
gue nao inclui etapa de recuperacao, foram feitas leituras de mortalidade em
dois momentos, depois de 45 e 120 minutos de exposicéo. De fato, em nossos
ensaios de adultos, com papéis impregnados com malathion, percebeu-se que
uma fracdo significativa de mosquitos vivos depois de uma hora de exposicao
nao sobrevivia ao periodo de recuperacdo. Com isso, é possivel que os
resultados avaliados imediatamente ap0s a exposicdo ao malathion nos dois
estudos mencionados (Lima et al. 2003, Macoris et al. 2007) fossem diferentes
caso as leituras de mortalidade tivessem sido feitas ap6s 24 horas de
recuperacao.

Ainda que o malathion seja usado como adulticida em campo, optou-se
por fazer a selegcdo com larvas por questdes operacionais: (a) a possibilidade
de trabalhar com exposi¢cdo continua e (b) a vantagem de expor todos os
espécimes a mesma dose. Machos de culicideos em geral tém
desenvolvimento mais rapido que as fémeas; em adicdo, machos adultos séo
menores. Com isto, a expectativa € que existam diferencas de género na
resposta ao inseticida, e que estas diferencas sejam mais evidentes no estagio
adulto. Neste caso, para a selecdo com adultos seria necessario fazer
experimentos diferentes, com concentracfes distintas de malathion para
machos e fémeas, 0 que poderia complicar muito a rotina dos ensaios. Além
disso, nos testes com adultos, o contato com os inseticidas s6 ocorre durante o
pouso, dificultando o controle do nivel de exposicdo. Apesar de alguns
trabalhos relatarem o uso de larvas em experimentos de selecdo com
adulticidas, em geral, esta aparente inconsisténcia ndo chega sequer a ser
mencionada nos textos (exemplos em: Gonzalez et al. 1996, Bisset et al. 1998,
Hidayati et al. 2005, Rodriguez et al. 2005, Selvi et al. 2010). Além disso, h&a
pelo menos um relato de desenvolvimento de resisténcia ao adulticida
deltametrina que foi mais efetivo na selecédo de larvas do que na de adultos
(Kulmar et al. 2002). Neste estudo, feito com uma cepa indiana de A. aegypti,
depois de 40 geracOes de selecdo, as RR5, aumentaram 703 vezes nas larvas,
mas apenas 1,3 vezes nos adultos. Em outro estudo, a selecdo de fémeas

adultas com o mesmo PI, também resultou em alteracdo apenas discreta do
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status de resisténcia de uma populagdo brasileira de A. aegypti (Martins,
Ribeiro et al. 2012).

Em geral, experimentos de selecdo em condicbes de laboratorio
tendem a privilegiar multiplos mecanismos de baixo efeito, assim como seria
esperado em campo, de acordo com as premissas da selecdo natural (Mallet
1989). Entretanto, a aplicagéo de inseticidas no campo parece ser apenas um
desafio a mais para os mosquitos. Aedes aegypti € um inseto generalista e,
como tal, poderia lidar também com a presenca de poluentes ou de metabdlitos
secundarios de plantas em seus criadouros larvares, o que provavelmente Ihe
conferiria uma vantagem pré-adaptativa frente ao desafio com inseticidas e
poderia justificar a deteccdo precoce de casos de resisténcia a compostos
recém-introduzidos pelos programas de controle (da-Cunha et al. 2005, Martins
et al. 2009). De fato, alguns desses metabdlitos, assim como poluentes, foram
capazes de induzir aumento significativo na expressao de enzimas MFO no
vetor, 0 que poderia servir como um indicio que corrobora tal pré-
adaptabilidade para a resisténcia a inseticidas no modelo (Poupardin et al.
2008).

Independentemente do inseticida ou do modelo de estudo, sdo usados
dois tipos de materiais iniciais em ensaios de selecdo em laboratério com
inseticidas: i) cepas suscetiveis; ii) populacbes de campo. Em geral,
procedimentos de selecdo que usam cepas suscetiveis s6 alcancam niveis
baixos de resisténcia. Nestes casos a resposta, em relacdo aos mecanismos
associados, parece ser, na maioria das vezes, o acometimento da resisténcia
metabdlica mas néo de resisténcia por alteracéo do sitio alvo (Riaz et al. 2013,
David et al. 2014). Quando se emprega uma populacdo de campo suscetivel,
ou com baixos niveis de resisténcia ao inseticida usado na sele¢do, em geral, a
resposta a selecdo também é limitada (Saavedra-Rodriguez et al. 2012,
Belinato e Valle 2015). No entanto, deve-se também levar em consideracdo o
namero de geragbes de selecdo — que no caso de alguns trabalhos
mencionados acima, foi reduzido. Outra possibilidade seria o uso de
populacdes de campo ja resistentes ao composto que se deseja usar na
selecdo; isto em geral € feito para selecionar cepas com altos indices de
resisténcia, com foco também no estudo dos mecanismos envolvidos
(Gonzélez et al. 1996, Bisset et al. 1998, Wirth e Georghiou 1999, Rodriguez et
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al. 2005, Melo-Santos et al. 2010, Martins et al. 2012, Saavedra-Rodriguez et
al. 2015).

Nesse estudo, o0 objetivo principal foi antecipar um eventual caso de
resisténcia ao malathion em populacbes brasileiras do vetor. Quando este
trabalho foi iniciado, a resisténcia a temephos, outro OP, ja estava difundida
nas populacdes de A. aegypti do pais. As duas populacbes escolhidas
apresentavam distintos indices de resisténcia a temephos. Em especial, as
razdes de resisténcia de A. aegypti de Crato eram marcadamente maiores que
as populacdes do vetor do restante do pais.

Foram aplicados dois diferentes critérios para avaliar os impactos da
selecdo com o malathion e da adaptacao a criagdo em laboratério: ‘Rock RR’ e
‘Parental RR’, que tinham como base a comparagao com a cepa Rockefeller ou
com a geracao inicial das populacdes naturais estudadas, respectivamente.
Conforme esperado, houve casos em que o resultado de ambas as abordagens
diferiu. Um exemplo foram as avaliagdes feitas com as larvas controle das duas
populacdes, cujas RR diminuiram em relacdo a populacéo inicial, quando o
critério ‘Rock RR’ foi usado; no entanto, houve elevacao de suas RR, relativas
as populagdes originais, quando se usou o critério ‘Parental RR’. Por outro
lado, foi notdria a concordancia entre os dois critérios, 'Rock RR' e 'Parental
RR', nos grupos selecionados com malathion, em relacdo aos ensaios com
este inseticida: ocorreu aumento consistente de RR para este OP em larvas e
adultos dos grupos selecionados, em Aracaju e em Crato.

O resultado da selecdo com o OP malathion parece robusto uma vez
gue as RR das trés réplicas biol6gicas de Aracaju e Crato aumentaram. Apesar
de limitados, tais incrementos podem ser considerados compativeis com o que
€ regularmente encontrado na literatura para populacdes naturais de mosquitos
inicialmente suscetiveis ao composto usado, e expostas a selecdo por um
namero moderado de geracdes (Saavedra-Rodriguez et al. 2012, Belinato e
Valle 2015).

Embora a sele¢éo tenha, de fato, aumentado os niveis de resisténcia
para malathion, nossos dados sugerem que, de maneira geral, as RR para
temephos, também um OP, tenderam a diminuir nas duas populacdes. O
declinio nas RR para temephos parece, inclusive, ter sido mais proeminente

nas amostras selecionadas com malathion do que nos grupos controle.
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Coletivamente, tais dados reforcam a ideia de que esses dois compostos,
apesar de pertencerem a mesma classe inseticida, parecem elicitar
mecanismos de resisténcia diferentes (Hemingway e Ranson 2000; Hemingway
et al. 2004). Isto ocorre, por exemplo, com espécies dos géneros Anopheles e
Culex: verificou-se que resisténcia ao temephos deriva da amplificacdo do
namero de copias de genes que codificam esterases (0 que aumenta a
transcricdo e culmina em maior nimero de enzimas disponiveis; Scott 1995,
Hemingway et al. 2004); por outro lado, a resisténcia ao malathion foi
relacionada a outra esterase, chamada de 'malaoxonase’, com alteracdes na
regido codificante que a tornaram mais eficiente diante deste Gltimo composto
(Whyard et al. 1995, Karunaratne e Hemingway 2001).

De fato, os dois OP diferem em estrutura quimica. Temephos, além de
ter anéis aromaticos, possui apenas um atomo de enxofre ligado ao seu fésforo
central, enquanto o malathion possui cadeia aberta e dois enxofres ligados ao
seu atomo de fésforo central. Tais diferencas parecem resultar em hidrélise de
temephos, via esterases, extremamente lenta (podendo durar dias). Nesse
caso, diz-se inclusive que ha sequestro das moléculas inseticidas (Hemingway
e Karunaratne 1998). Em consequéncia, a resisténcia mediada por esterases
se daria por aumento na quantidade de enzimas, assim como ocorre no género
Culex (Hawkes e Hemingway 2002, Hemingway et al. 2004). Em nosso estudo,
foram observadas alteracbes pontuais em alguns dos mecanismos de
resisténcia analisados. No entanto, estas néo foram capazes de elucidar toda
complexidade observada nas respostas dos diferentes grupos amostrais de
Aracaju e Crato, frente aos diferentes inseticidas avaliados.

Nas amostras aqui avaliadas, houve alteracao da atividade de enzimas
relacionadas a resisténcia metabdlica, notadamente em espécimes adultos do
vetor, e principalmente de esterases e de GST. Contudo, ndo foi observada
diferenca que fosse exclusiva das réplicas submetidas a selecdo em ambas as
populagcbes. Isto poderia, talvez, indicar a ocorréncia de mecanismos
diferenciados, ou ainda, de espécies moleculares de enzimas detoxificadoras
que ndo fossem prontamente identificadas nas amostras estudadas, pela
metodologia bioquimica classica adotada.

A avaliacao dos perfis de atividade e de inibicdo da Ace, alvo de OP,

demonstrou poucas alteracdes, sendo todas restritas as amostras originais das
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populacdes naturais do vetor estudadas. Em geral, os resultados de AChI
foram concordantes entre as duas abordagens analiticas adotadas (critérios de
classificagdo propostos pela OMS [Hemingway 1998] e por Valle et al. [2006]),
com excecao da populacao original de Aracaju. No entanto, a andlise destes
espécimes, sob a Otica do critério de classificacdo da OMS, nao revelou
alteracao relevante. Além disso, avaliagdo da atividade total da enzima (AChE),
assim como pontuado por Viana-Medeiros, em 2011, e Bellinato et al., em
2016, detectou alteracdo na populacao original de Crato. No entanto, esta ndo
refletiu em menor inibicdo da enzima, além de parecer ter sido suprimida apés
a manutencdo em laboratdrio. Com isso, o estudo do alvo de OP néo pareceu
revelar alteracdes que pudessem ser correlacionadas com o incremento na
suscetibilidade ao malathion, nas amostras selecionadas.

Em relacéo ao PI deltametrina, por outro lado, a selecdo com malathion
parece ter impactado na diminuicdo de praticamente todas as RR observadas,
0 que confirma o uso de mecanismos de resisténcia distintos frente ao OP e ao
Pl nas populacdes de A. aegypti estudadas. De fato, tal resultado, diminuicao
de RR, foi também obtido para o OP temephos, em todas as amostras de Crato
e Aracaju selecionadas com malathion. Nos dois casos - temephos e
deltametrina; a diminuicdo das RR foi maior nos grupos selecionados com
malathion do que nos grupos controle. Uma hipotese para isso seria a selecao
de determinados mecanismos em resposta ao malathion, em detrimento de
outros, previamente selecionados em campo para a resisténcia a temephos e
deltametrina, possivelmente presentes nas amostras originais. Em outras
palavras, isto poderia ser o resultado do desvio de recursos metabdlicos que
geralmente ocorre, por exemplo, na resisténcia mediada por enzimas
detoxificantes (Carriere et al. 1994, Rivero et al. 2010). No caso da reducéo dos
niveis de resisténcia a deltametrina nos grupos selecionados com malathion,
vale ressaltar que, coincidentemente, houve também reducdo nas frequéncias
de homozigotos resistentes kdr nestes mesmos grupos.

Inusitadamente, foi observado, nos ensaios com deltametrina, aumento
marcado da resisténcia nos grupos controle — aqueles mantidos sem qualquer
inseticida - em relacdo as amostras originais. Por outro lado, a frequéncia das
mutacdes kdr diminuiu de forma discreta nesses mesmos grupos. A diminuicdo

da frequéncia das mutacdes kdr poderia ser, de alguma forma, esperada, uma
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vez que existem indicios de que, em auséncia de pressdao com PI, tais
mutacdes ndo oferecem vantagem adaptativa, além de imporem custo
evolutivo significativo, aos individuos que as carreiam (Brito et al. 2013). Em
contrapartida, esta diminuicdo de frequéncia kdr ndo parece compativel com o
aumento de resisténcia a deltametrina demonstrado, principalmente, quando se
considera que este mecanismo € relevante para a resisténcia a PI.

Por outro lado, a avaliagcdo dos mecanismos de resisténcia metabdlica
em fémeas adultas de Aracaju revelou a possibilidade das enzimas GST terem
tido um papel importante na resposta frente aos PIl, uma vez que sua atividade
foi considerada marcadamente alterada especificamente nas amostras
mantidas sem pressédo de selecdo — justamente aquelas que apresentaram
marcado aumento de RR aos PIl. Existem alguns estudos que sugerem a
participacdo de GST na resisténcia a Pl em populacdes de A. aegypti de
diferentes origens geograficas (Montella et al. 2007, Strode et al. 2012, Faucon
et al. 2017), além de trabalhos que caracterizaram a relacdo entre GST e
resisténcia a Pl (Vontas et al. 2001, Li et al. 2007). Ainda assim, a hipétese de
gue GST tenha sido o principal mecanismo associado aos altos indices de
resisténcia aos Pl nos grupos controle talvez néo se sustente, pois a alteracao
de tais enzimas n&do se mostrou tdo proeminente nas amostras de Crato — que
também apresentaram incrementos bem marcados em sua RR. No entanto,
sabe-se que o fenbmeno da resisténcia a inseticidas tem carater multifatorial.
Neste caso, o aumento bem delineado da resisténcia a Pl nos grupos controle
poderia ter relacdo com a alteracdo de GST, dentre outros mecanismos que
podem também estar atuando, em Aracaju, mas supostamente, ndo em Crato.

Parece que a adaptagéo a criacdo em laboratério, ao mesmo tempo em
gue tendeu a diminuir as frequéncias dos homozigotos resistentes kdr, poderia
ter favorecido ou selecionado algum(ns) mecanismo(s) que fosse(m)
particularmente interessante(s) para a resposta de mosquitos adultos aos PI, e
que fosse vantajoso em auséncia de pressdo seletiva e sob condigbes 6timas
de criagao. E nesse caso, a selecdo com o malathion parece ter dificultado, de
alguma forma, a ‘ativagdo’ de tal(is) mecanismo(s), uma vez que foram
detectados niveis mais baixos de resisténcia a Pl nos espécimes selecionados.

Adicionalmente, nossos dados apontam que a avaliacdo das mutagcdes

kdr ndo pode ser usada como unico indicador de resisténcia aos Pl a
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frequéncia de homozigotos kdr n&o foi capaz de elucidar o grande incremento

dos niveis de resisténcia nas amostras controle de Aracaju ou de Crato.

Em geral, acredita-se que a manutencdo em laboratério, sem pressao
seletiva - como foi o caso dos grupos controle; poderia aumentar a
homogeneidade das amostras populacionais (Ferrari 1996). Nesse caso,
utiliza-se o slope como uma medida de variabilidade da populacdo — quanto
maior o slope, mais uniforme seria a resposta dos individuos avaliados. No
entanto, nossos dados apontam que essa relacdo entre auséncia de pressao
seletiva e declinio de heterogeneidade, embora frequente, pode néo ser
generalizada. O slope é, em geral, um parametro negligenciado na area do
monitoramento da resisténcia a inseticidas em vetores de doencas. Sao poucos
os trabalhos que mencionam a heterogeneidade das amostras avaliadas, e,
quando o fazem, é sempre sem detalhamento (exemplos de estudos que
relatam resultados de slope: Lima et al. 2003, Braga et al. 2004, Braga et al.
2005, Macoris et al. 2007, Marcombe et al. 2009, Alvarez et al. 2013, Araujo et
al. 2013, Bisset et al. 2013, Bisset et al. 2014, Bellinato et al. 2016, Horowitz e
Ishaaya 2016). No presente estudo foi detectado aumento de homogeneidade
na maioria dos grupos experimentais. A principal exceg¢do ocorreu com a
avaliacdo de deltametrina: os grupos controle das duas populacées
apresentaram maior heterogeneidade para o Pl. E foi justamente para
deltametrina que se detectou um inusitado e marcado aumento de resisténcia
nessas amostras. Por outro lado, a selecdo parece ter impactado de forma
diferente as duas populagbes: enquanto Crato apresentou respostas mais
homogéneas frente a todos os inseticidas avaliados; Aracaju ndo se mostrou
mais homogénea frente ao malathion e ao PI.

Este estudo demonstrou a selecdo bem sucedida de duas populagdes
naturais brasileiras de A. aegypti com o organofosforado malathion. Além disso,
foram detectadas algumas mudancas no perfil de resisténcia dessas amostras
aos outros compostos usados no controle de A. aegypti no pais. Nao foi
encontrada resisténcia cruzada entre malathion e o também OP temephos,
nem com o PI deltametrina. Adicionalmente, a selecdo com malathion parece
ter tido efeito negativo sobre a resisténcia ao temephos e a deltametrina. Por
outro lado, a manutenc¢ao de Aracaju e Crato em ambiente livre de inseticidas
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mostrou um inusitado aumento da resisténcia aos Pl em todas as réplicas
bioldgicas. No entanto, o uso de abordagens metodoldgicas rotineiramente
adotadas pelos programas de controle ndo foi capaz de revelar os potenciais
mecanismos de resisténcia associados, em cada caso. Isto tudo aponta a
importancia de avaliacdes globais dos mecanismos associados aos casos de
resisténcia.

Nossos dados sugerem, ainda, a viabilidade do uso de malathion e
diflubenzuron no controle de A. aegypti no Brasil. A possibilidade de se aplicar
um esquema de rotacao de larvicidas (assim como ja € preconizado pelo MS)
poderia, decerto, contribuir para a manutencédo do uso de DFB em campo,
como estratégia viavel. Em relacdo ao malathion, infelizmente, conduta similar
nao seria possivel, pois todos os compostos adulticidas alternativos sédo da
classe dos Pl (OMS 2012), para os quais a resisténcia de A. aegypti encontra-
se disseminada em todo o pais (da-Cunha et al. 2005, Martins et al. 2009,
Linss et al. 2014).

Finalmente, nossos resultados reforcam a relevancia de se investigar o
status de suscetibilidade em mais populacdes naturais de A. aegypti aos
inseticidas aplicados nas acdes de controle, e os mecanismos de resisténcia
associados, de modo a subsidiar a escolha racional dos compostos a serem
usados, mas também na tentativa de manter a viabilidade do uso dos poucos

compostos disponiveis.
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CAPITULO 3. RESPOSTA A SELECAO DE
POPULACOES NATURAIS DE AEDES AEGYPTI COM
O ORGANOFOSFORADO MALATHION, USANDO
SEQUENCIAMENTO DE RNAM

Neste estudo foram usadas as duas populacbes caracterizadas no
Capitulo 1, e cujo processo de selecao artificial com o OP malathion foi descrito
no capitulo anterior. O objetivo do estudo foi usar sequenciamento de RNA
(RNA-seq) para analisar variacdes nos indices de transcricdo associadas com
a adaptacdo ao malathion e com a adaptacdo a criagcdo em laboratério. Para
isso, foi extraido RNA de pools de larvas L3/L4, sendo construidas oito
bibliotecas de cDNA por populacdo: trés com amostras prévias ao
procedimento de selecdo (geracdo F2); trés com o0s grupos submetidos a
selecdo com malathion, de forma independente (geracdo F7); e duas com
amostras dos grupos controle, criados sem pressdo de selecdo, também
independentemente um do outro (geracdo F6/7). O RNA foi extraido com o
método do tiocianato de guanidina-fenol-cloroformio (TRIzol®; Invitrogen) e
quantificado por Nanodrop (Thermo scientific), Qubit (Invitrogen) e Bioanalyzer
(Agilent technologies). As bibliotecas foram construidas com o kit ‘TruSeq
Stranded mRNA Sample Prep LS Protocol’ (lllumina) e quantificadas por
Bioanalyzer (Agilent technologies) e por PCR quantitativa (equipamento
LightCycler®; Roche), utilizando o kit ‘KAPA Library Quantification’. O
sequenciamento foi feito em um equipamento Hiseq 2500 com todas as
bibliotecas juntas em uma unica canaleta (lane) de uma lamina (flow cell).
ApO6s o sequenciamento de 100 bases nos dois sentidos das sequéncias
(‘paired end sequencing’; sendo o0s reads sequenciados no sentido ‘forward’
chamados de R2 e os do sentido ‘reverse’ chamados de R1), procedeu-se as
andlises de bioinformatica aplicaveis, que foram: limpeza exaustiva dos
reads obtidos; alinhamento/mapeamento dos reads nos genes preditos de
A. aegypti; producdo de um unico universo de reads por réplica (todos os
reads R1, acrescidos dos reads uUnicos de R2 [que ndo tinham pares

‘reverse’ ou cujos pares ndo mapearam/alinharam nos genes preditos do
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vetor]); célculo dos indices de transcricdo (abundancia relativa) de cada
gene; avaliacdo das diferencas de expressdo entre as amostras;
clusterizacdo dos genes diferencialmente expressos (DE); analises de

enriquecimento funcional de cada cluster observado, nas duas populacgdes.

3.1 Justificativa

Os procedimentos mais amplamente utilizados para a avaliacdo dos
mecanismos de resisténcia sdo 0s ensaios bioquimicos que foram usados nos
Capitulos 1 e 2 da secdo Resultados. Trata-se da quantificacédo da atividade de
algumas superfamilias de enzimas — que séao tradicionalmente correlacionadas
com a resisténcia a varios compostos inseticidas; além de contar com a
avaliacao do perfil de inibicdo da Ace — alvo de OP. O protocolo avalia algumas
classes de enzimas que participam da resisténcia metabdlica, como esterases,
oxidases de funcao mdultipla (MFO) e glutationa S-transferases. No entanto,
cada uma dessas classes de enzimas € composta por dezenas a centenas de
espécies moleculares que divergem em especificidade de substrato e na
resposta frente a diferentes compostos, ou seja, uma mesma enzima
detoxificadora pode contribuir de forma diferente para o fenémeno da
resisténcia. Existem ainda autores que sugerem gue 0s substratos usados nos
ensaios bioguimicos ndo sado os mais adequados para revelar alterac6es de
atividade relacionadas com a resisténcia a inseticidas. Além disso, varios
estudos apontam que a resisténcia a inseticidas, além de multifatorial, &
marcadamente focal - cada populacdo possui um conjunto de mecanismos
préprios, que provavelmente foram selecionados em decorréncia dos desafios
prévios que enfrentou.

Em um cenario de tamanha complexidade, sdo frequentes os dados
que indicam haver limitacbes dos ensaios bioquimicos. Inclusive, os dados
bioquimicos apresentados nos Capitulos 1 e 2 (Resultados) dessa tese nao
foram capazes de elucidar a alta resisténcia aos Pl e ao OP temephos, nas
amostras das populacbes do vetor. Mesmo tendo revelado tendéncias
genéricas interessantes, em alguns estudos, a dificil interpretacdo dos dados

bioquimicos e a frequente falta de correlagdo com o status de suscetibilidade,
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em diferentes amostras, motivou a busca por uma metodologia capaz de fazer
uma avaliagdo mais abrangente dos mecanismos associados a resisténcia em
populacdes brasileiras do vetor. Nesse sentido, o sequenciamento em larga
escala de transcritos (RNA-seq) poderia fornecer perfis de transcriptomas
inteiros de qualquer organismo. Em adicdo, o alto rendimento da técnica
permitiria 0 estudo de perfis de expressédo génica com resolugdo muito maior
que métodos tradicionais. Além disso, os dados de sequenciamento oriundos
do RNA-seq poderiam ser usados para acessar eventuais mutagcdes em genes
de interesse.

Nessa tese, foi feita a selecdo com malathion, em condi¢bes de
laboratorio, de populacfes naturais de A. aegypti provenientes de Aracaju e de
Crato. Ambas apresentavam niveis de resisténcia marcadamente diferentes ao
temephos (ver Capitulos 1 e 2 de Resultados). Com o intuito de aprofundar a
investigagdo dos mecanismos de resisténcia associados, esse capitulo
descreve a andlise preliminar de alteracdes de expressao génica, evidenciadas
através de RNA-seq, destas amostras. Foram investigadas ndo somente a
resposta a selecdo com o malathion, como também as alteracfes relativas as
amostras originais, e aquelas decorrentes da adaptacdo a criacdo em
laboratario.

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Coletae obtencao de populacdes de campo

A coleta de ovos de A. aegypti das populacbes de campo foi feita por
meio de ovitrampas, de modo a representar todo 0 municipio a ser avaliado
(Braga et al. 2000; Lima et al. 2003). No laboratorio, as colbnias foram iniciadas
com 349 ovitrampas positivas obtidas de Aracaju/SE em 2012, e 272 paletas
positivas de Crato/CE, em 2013 (Capitulo 1 de Resultados). Os ovos foram
postos a eclodir e as larvas criadas por meio de procedimento rotineiramente
utilizado (Viana-Medeiros 2011). Os adultos de A. aegypti resultantes foram
entdo identificados, selecionados e utilizados para a obtencdo de ovos da

geracdo F1. Uma vez que a quantidade de ovos da geracéo F1 foi insuficiente
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para suprir a demanda de todos os ensaios de rotina acrescidos da selecao,
optou-se por iniciar o procedimento com a geracdo F2 das populacdes de
Aracaju e Crato (Capitulo 2 de Resultados), sendo os espécimes desta mesma

geracao coletados para o posterior sequenciamento de RNA.

3.2.2 Coleta e armazenamento das amostras para extracdo de RNA

Previamente, todo o material utilizado nessa etapa foi lavado com
detergente neutro e deixado em luz UV por 15 minutos, apos o que foi tratado
com lencos de papel embebidos em RNaseZAP (Sigma-Aldrich), aplicados
sobre toda a superficie de cada item a ser usado.Foram coletados 10 pools por
réplica, cada um contendo 80 larvas (aproximadamente 100 mg). As excecdes
foram as amostras parentais (nestas foram usados espécimes de trés posturas
diferentes, sendo coletados cerca de trés pools de cada). Os pools usados nas
extracdes de RNA estdo discriminados na Tabela 3.1. O procedimento de
coleta dos espécimes incluiu a colocacdo das larvas em placas de Petri
contendo solugéo salina em agua “RNAse free”. Depois, com o auxilio de um
pincel, as larvas foram delicadamente coletadas, contabilizadas e colocadas
em tubos “RNAse free” contendo 1 ml de RNAlater (RNA Stabilization Reagent,
marca Qiagen). As amostras entdo eram acondicionadas em geladeira por 24
horas, para que o RNAlater penetrasse nos tecidos, sendo posteriormente
congeladas a -80°C.

A Tabela 3.1 discrimina as amostras usadas para a construcéo das 16
bibliotecas de cDNA.
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Tabela 3.1. Ordenacdo dos pools de amostras usados na extracdo de
RNA.

n° populagdo amostra n°tubo coleta
1 inicial_1 2 02/12/2013
2 inicial_2 4 02/12/2013
3 inicial_3 9 02/12/2013
4 . controle_1 2 26/05/2014
Aracaju
5 controle_2 1 27/05/2014
6 selecionado_1 2 17/04/2014
7 selecionado_2 1 17/04/2014
8 selecionado_3 1 17/04/2014
9 inicial_1 2 03/12/2013
10 inicial_2 4 03/12/2013
11 inicial_3 8 03/12/2013
12 controle_1 1 28/05/2014
Crato
13 controle_2 1 29/05/2014
14 selecionado_1 1 20/05/2014
15 selecionado_2 1 20/05/2014
16 selecionado_3 1 20/05/2014

A tabela discrimina cada pool de larvas usado na constru¢cdo das 16 bibliotecas de cDNA
posteriormente sequenciadas. Foram coletados 10 tubos da geracdo aqui chamada de inicial
(geracao F2) de ambas as populacdes, e estao discriminados na tabela quais os tubos usados
nas extracdes das réplicas (oriundas de trés diferentes posturas, sendo consideradas como
réplicas biolégicas). Em todos os outros casos (dois grupos controle e trés selecionados) os
diferentes grupos foram mantidos de forma independente durante todo o experimento, sendo
também considerados como réplicas bioldgicas.

3.2.3 Extracdes de RNA

O RNA total foi extraido usando o método do TRIzol® (Invitrogen, UK).
Inicialmente, retirou-se ao maximo o RNAlater e os tecidos de cada pool de
amostra (descritos na Tabela 3.1) foram macerados em um homogeneizador
T10 Ultra Turrax — IKA (modelo S25N-25G) usando 1,2 ml de Trizol® em tubos
Falcon® (com capacidade para 5 ml). Enquanto uma amostra era macerada, as
outras eram mantidas no gelo. Apés a maceracao do tecido, as amostras foram
incubadas em temperatura ambiente por 5 minutos, quando ent&o transferiu-se
1 mL do tecido macerado em TRIzol para microtubos com capacidade para 1,5
mL. Acrescentou-se 200 pL de cloroformio e agitou-se vigorosamente (por 30
vezes) cada amostra, seguido de uma etapa de incubacdo em temperatura
ambiente por 5 minutos. ApGs este periodo as amostras foram centrifugadas a

13.000 rpm por 15 minutos a 4°C, para a separacado do material em trés fases:
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fase aquosa superior (transparente: RNA); interface (branca: cloroformio + DNA
+ proteinas) e fase inferior organica (avermelhada: fenol + algumas proteinas).
400 pL do sobrenadante translucido foram transferidos para um tubo de 1,5 mL
limpo (com cuidado para ndo pegar a interface) ao qual foram adicionados 500
uL de isopropanol. O material foi homogeneizado em Vortex para precipitacao
do RNA total. As amostras foram entdo incubadas em temperatura ambiente
por 10 minutos e centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante (isopropanol) foi cuidadosamente descartado em local
apropriado dentro da capela e o pellet de RNA foi lavado com 1 mL de etanol
75% gelado preparado com agua DEPC (o material foi rapidamente agitado no
Vortex para 'soltar' o pellet da parede do tubo), seguido de centrifugacédo a
11.000 rpm por 5 minutos a 4°C. O etanol foi removido por inverséo e o pellet
secou a temperatura ambiente até ficar transparente. As amostras de RNA
foram entdo dissolvidas em 80 pl de agua “RNAse free”, acrescentou-se 1 ml
de TRIzol, e todo o procedimento foi repetido, a partir da etapa do cloroférmio.
Ao final, as amostras de RNA foram ressuspensas em 20 ul de agua “RNAse
free”, sendo, a partir de entdo, sempre estocadas em freezer -80°C e mantidas

em gelo, quando utilizadas.

3.2.4 Construcdo das bibliotecas e sequenciamento das amostras

A construcao das bibliotecas foi realizada no laboratério multiusuario
(Centro de Gendmica Funcional) localizado na ESALQ-USP, seguindo o
protocolo TruSeq Stranded mRNA Sample Prep LS (lllumina).

As amostras de RNA total foram purificadas por meio da captura do
RNA mensageiro (RNAm) pela cauda poli-A, utilizando microesferas
magneéticas que continham oligonucleotideos poli-T complementares. O RNAmM
purificado foi quebrado em fragmentos de aproximadamente 200 pares de
bases com o mix Fragment, Prime, Finish presente no kit lllumina. Para garantir
que a biblioteca seria ‘strand specific’ (ver fluxo de trabalho na Figura 3.1), a
sintese da primeira fita de cDNA a partir do RNAm foi realizada com a enzima
Supercript Il ® Reverse Transcriptase, da Invitrogen™, e o mix usado foi o First
Strand Synthesis Act D (Illumina).
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RNA \ 1% fita do cDNA \ 2° fita do cDNA \ Reparos + ligagdo a
(sentido antissenso (U ao invés de T) adaptadores

ao RNAm) /

Obtengdo da 1% fita do cDNA
especificamente no sentido <+
antissenso ac RNAm

Eliminagdo da 2° fita do
cDNA (via degradagdo das U)

Figura 3.1. Esquema de preparacao de biblioteca ‘strand-specific’. Fluxo da construcao de
bibliotecas ‘strand-specific’. Adaptado da metodologia descrita por Borodina et al. 2011. U:
nucleotideo uracila. T: nucleotideo timina.

Para a sintese da segunda fita de cDNA foi utilizado o mix Second
Strand Master também presente no kit da lllumina. Depois da obtencdo do
cDNA dupla fita purificado, foi feito o reparo das extremidades das fitas. O
reparo das extremidades das moléculas foi feito usando exonucleases e
polimerases, com o intuito de remover os nucleotideos que estavam em
excesso na extremidade 3’ e preencher a sequéncia na extremidade 5,
respectivamente. Entédo, houve uma etapa de adenilacdo na qual foi adicionado
um nucleotideo adenina em cada extremidade 3’ dos fragmentos para auxiliar a
ligacdo dos adaptadores (que possuem um nucleotideo timina em sua
extremidade). A ligacdo dos adaptadores aos fragmentos foi feita pela ligacao
da timina contida na extremidade do adaptador e a adenina adicionada na
extremidade 3’ do ds cDNA (double strand cDNA). Os adaptadores possuem
uma sequéncia complementar as sequéncias dos oligos contidos na lamina de
sequenciamento (flow cell).

A etapa seguinte, de validacdo da biblioteca, consistiu em verificar a
qualidade e o comprimento dos fragmentos de cDNA usando o chip DNA 1000
em Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). Em seguida, foi feita PCR
quantitativa (QPCR) no equipamento LightCycler® da Roche para quantificacéo
relativa de cada biblioteca utilizando o kit KAPA Library Quantification. Para
que as bibliotecas fossem sequenciadas, foi feita a mistura das amostras, e
amplificagéo inicial no equipamento cBot-HS (lllumina — San Diego, EUA)
utilizando o Kit TruSeq PE Cluster v4 (lllumina — San Diego, EUA). A alta
densidade dos clusters possibilita que o sinal de fluorescéncia gerado no

sequenciamento tenha uma intensidade suficiente para garantir sua deteccéo
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exata. Para facilitar o entendimento do procedimento de sequenciamento por

sintese, um esquema é mostrado abaixo, na Figura 3.2.

[any

Fragmentos sdo

w

ligados a Flow cell Qus:ﬁgal N ~ 6 Outros N
(via complementaridade sdo lavados
de adaptadores) da reagdo
N
2 - 7 Sinal fluorescente «
Clusterizagdo ¢ lido e registrado
(amplificagdo para cada cluster
de cada fragmento)
Robb cBot-HS -
Z Sinal fluorescente
3 - e o grupo terminador
Sequenciamento sdo retirados do cluster
por sintese (incorpora e lavados da reagdo
nucleotideos terminadores
fluorescentes reversiveis) P
\ Repetigdo das etapas
4 4 a 8, até que
4 nucleotideos todo o fragmento (a)
adicionados ha reagdo seja sequenciado

Figura 3.2. Esquematizacdo do sequenciamento em plataforma lllumina. (a) esquema do
sequenciamento. (b) foto de uma lamina (flow cell). Para cada biblioteca, foram gerados dois
resultados (‘paired end reads’): R1, com sequéncias antissenso a predi¢cdo génica de A. aegypti
publicada; e R2 com as sequéncias senso.

3.2.5 Avaliacdo da qualidade dos reads

A andlise dos dados de transcriptoma de nossas amostras foi realizada
em um servidor supermicro 256 GB de memoéria e 6 TB de HD, usando o Linux
Debian 8. Algumas excecdes foram devidamente sinalizadas ao longo do texto.

Para a verificagdo da qualidade dos reads, foi usado o programa
FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/download.html#fastqc), com
parametros default. Uma etapa de verificacdo da existéncia de contaminantes
nos reads também foi feita com o auxilio do FastQC. Para isso, foi inserida uma
listagem com as sequéncias dos adaptadores lllumina, para que o programa

rastreasse sua presenca.
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3.2.6 Limpezados reads

A limpeza dos reads é uma etapa importante, uma vez que previne
montagens erroneas, provocadas pela existéncia de trechos de adaptadores
usados na reacao do sequenciamento. Esta etapa foi realizada com o auxilio
do programa Cutadapt (https://pypi.python.org/pypi/cutadapt).

Primeiramente, foi avaliado se os kmers (kmer se refere a todas as
possiveis subsequéncias contidas nos reads oriundos de um sequenciamento)
mais representativos (relatados pelo FastQC) correspondiam a contaminantes.
Essa pesquisa revelou a ocorréncia do kmer ‘AGATCGG’ no inicio de alguns
reads R1 e ao final dos R2, estando também presente na sequéncia de alguns
adaptadores Illumina usados para o sequenciamento.

Com isso, informou-se ao Cutadapt dois trechos de 22 nucleotideos
presentes em sequéncias de adaptadores, que continham o kmer supracitado.
Foi também inserida a sequéncia reversamente complementar ao adaptador
contaminante detectado nas bibliotecas R1, na limpeza das bibliotecas R2, e
vice-versa. Com isso, foram incluidas as sequéncias 1 e 2 abaixo descritas,
para a limpeza dos reads de R1, e as sequéncias 3 e 4 para a limpeza dos
reads de R2:

1: GATCGGAAGAGCACACGTCTGA
2: CTACACGACGCTCTTCCGATCT
3: AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAG
4: TCAGACGTGTGCTCTTCCGATC

Uma vez que tal limpeza poderia render reads menores que 90 bases
de extensdo, mas que, ainda assim, seriam informativos e confidveis, optou-se
por considerar reads que tivessem comprimento minimo de 50 nucleotideos.
Além disso, foram indicados: cutoff de qualidade minima das bases (Phred
score) igual a 32, e a possibilidade do Cutadapt poder cortar as duas
sequéncias dos adaptadores citados (duas para R1 e duas distintas para R2)
caso fossem encontradas em um mesmo read (no modo default, ocorre, no

méaximo, a remocao de um adaptador).
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3.2.7 Alinhamento dos reads nos genes preditos de A. aegypti

Para avaliar quais genes eram expressos em cada amostra, e também
0 quéo expressos estavam sendo, utilizou-se a predicdo génica de referéncia
(versao 3.3) do site Vector Base. O alinhamento dos reads R1 e R2, de cada
biblioteca, aos genes preditos do vetor usou como input oS arquivos na
extensdo ‘fastq’ gerados pelo Cutadapt. Nessas analises foi usado o programa
Bowtie2 versdo 2.2.9 (http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml),
com a opcado de alinhamento estratificado e erro maximo de 5%. Esta opcéo
divide o alinhamento em etapas, onde um read s6 é analisado na etapa de
alinhamento com mais erro se a etapa mais precisa nao tiver dado resultados

para aquele read (Langmead & Salzberg, 2012).

3.2.8 Remocdo da duplicidade dos reads por biblioteca (R1 + R2 = R3)

Foi montado um script para remover a duplicidade de informag&o dos
‘paired end reads’ das bibliotecas que haviam sido alinhadas na etapa anterior,
transformando a informacao paired em single. O script (‘Unique script’ - em
linguagem Perl) considerou todos os reads alinhados de R1, acrescidos dos
reads de R2 somente quando o R1 correspondente ndo havia alinhado. Os
reads R2 usados foram transformados em sua sequéncia reversa-
complementar, para que todos o0s reads tivessem a mesma orientacéo de R1.
Esta etapa foi importante, pois 0s programas subsequentes ndo conseguem
contar corretamente os indices de expressdo de genes usando dados de R1 e
R2. A contagem de uma “unidade de expressao” para cada transcrito alinhado,

nao pode usar R1 e R2, portanto, tivemos que contar R1 ou R2.

3.2.9 Alinhamento dos reads R3 nos genes de A. aeqypti

Os reads (R3) foram realinhados com os genes preditos de A. aegypti

como descrito no item ‘Alinhamento dos reads nos genes preditos de A.

aegypti’.
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3.2.10 Contagem dos reads e resolucdo de ambiguidade de mapeamento

de reads

A contagem dos reads mapeados em cada gene foi feita pelo programa
eXpress versao 1.5.1 (http://bio.math.berkeley.edu/eXpress/). Este aplica um
alinhamento probabilistico altamente eficiente para mapeamentos ambiguos de
fragmentos sequenciados (aqueles que tém reads alinhados em mais de um
gene) (Roberts e Pachter 2013). Assim, 0 eXpress proporciona a distribuicao
da contagem dos reads ambiguos, de acordo com a abundancia dos genes
onde alinharam, se for possivel estima-la pelos reads alinhados de maneira

Unica, gerando uma contagem corrigida de reads mapeados.

3.2.11 Estatistica: expressdo génica diferencial

A contagem corrigida de cada gene em todas as bibliotecas foi
adicionada em uma tabela em formato texto pelo script eXpress2edgeR (em
linguagem Perl). Uma segunda tabela foi feita manualmente, e continha
informacdes de nome e tamanho das bibliotecas a serem comparadas. A
estatistica da expressdo génica diferencial foi feita com o auxilio do programa
edgeR (pacote estatistico R) versao 3.16.5
(http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html), sempre em
comparacdes binarias (controle x experimental). A expressdo minima de 0,2
CPM (counts per million) foi utilizada como corte, sendo excluidos os genes
gque apresentaram expressao menor que esta em todas as bibliotecas.
Somente as expressoes diferenciais com FDR (false discovery rate) inferior a

5% foram consideradas.

3.2.12 Categorizacao da transcricdo diferencial

Para clusterizagéo dos genes diferencialmente expressos (‘genes DE’)
foi utilizado 0 programa Expander versao 7.11
(http://acgt.cs.tau.ac.il/lexpander/), para Windows. Uma tabela foi gerada pela
aplicacao do script eXpress2Expander (em linguagem Perl) contendo a média

do FPKM (do inglés ‘Fragments Per Kilobase of exon per Million reads
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mapped’) das réplicas de cada condicdo, mas apenas para 0S genes
considerados como DE na analise anterior. Foram feitas duas analises no
Expander, a clusterizacdo hierarquica e a clusterizacado pelo algoritmo click,
ambas no sentido de descobrir que genes tinham o mesmo perfil de alteracdo
de expresséo génica, classificando-os em um mesmo grupo.

Uma vez que se admite que estes dois algoritmos possam gerar erros
pontuais, posteriormente foi feita uma comparacdo manual entre os dois
resultados, de modo a validar os clusters gerados pelo algoritmo click, e

também para propor outros clusters que se mostrassem pertinentes.

3.2.13 Enriquecimento funcional da transcricdo diferencial

O enriquecimento funcional dos genes DE usou buscas por
similaridade (BLAST) de sequéncias proteicas, 0 que exigiu a extracdo das
sequéncias polipeptidicas de interesse do arquivo contendo todas as proteinas
preditas no genoma (promovida pelo script
extractSEQtoMULTIFASTA_blastlist). Com isso, para cada cluster que se
dispunha, foi gerado um arquivo contendo todas as sequéncias polipeptidicas
oriundas de seus ‘genes DE'.

As analises posteriores contaram com o auxilio da professora Gléria
Regina Cardoso Braz do Instituto de Quimica da UFRJ. Nesta etapa foram
feitas buscas contra diferentes bancos de dados: ARTHROPODA; REFSEQ-
INVERTEBRATE protein [NCBI Reference Sequence Database];, REFSEQ-
VERTEBRATES protein [também uma NCBI Reference Sequence Database];
GO [Gene Ontology]; SWISS-PROT [banco que contém informagdes funcionais
de proteinas]; CDD [Conserved Domain Database]; PFAM [protein families];
KOG [EuKaryotic Orthologous Groups]; SMART [Simple Modular Architecture
Research Tool]).

Foi entdo aplicado o programa Classifier, elaborado pelo pesquisador
do NIAID/NIH José Marcos C. Ribeiro, que classifica cada transcrito de acordo
com as funcdes das sequéncias mais similares reportadas com base no score
e no e-value observados. Posteriormente, as funcdes de cada transcrito foram
inseridas no programa Table Maker (versdo oct2011), que gerou uma tabela
gue norteou a construcao dos graficos de enriquecimento funcional elaborados
no estudo.
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3.3 Resultados

3.3.1 Extracdes de RNA

A extracao de RNA total das amostras (discriminadas na Tabela 3.1) foi
seguida de verificacdo de sua pureza e integridade. Primeiramente, foi

realizada eletroforese do material extraido (Figura 3.3a).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 6
- -
N -
n -
(a) (b)

Figura 3.3. Corrida eletroforética das amostras das populacfes de A. aegypti estudadas.
Gel de agarose 1% que usou azul de bromofenol para verificar a migracdo dos nucleotideos e
gel red como agente intercalante de nucleotideos. (a) todo material extraido inicialmente. (b)
repeticdo da extracdo de RNA da amostra seis (6).

N&o foi detectada a banda do RNA ribossomal 28S, o que esta de
acordo com o que é relatado na literatura para A. aegypti, que assim como na
maioria dos insetos, esta sujeito ao fendbmeno ‘hidden break’: a fracdo 28S
tende a se quebrar e a migrar proximo da 18S (Macharia et al. 2015; ver Figura
3.4). Além disso, observamos que a amostra de numero seis (6) apresentou
apenas um rastro sugestivo de degradacdo de RNAs, e por isso todo o
procedimento foi repetido com outro pool desta amostra (pool sinalizado na
Tabela 3.1). A partir de entdo, todos os demais procedimentos foram feitos com
este segundo pool da amostra seis, cujo RNA total extraido se mostrava

integro.
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Tabela 3.2. Quantificagbes das amostras extraidas, em Nanodrop.

Sample ID Conc. ng/uL  A260 A280  260/280 260/230
1 9707,0 242,676 116,218 2,09 1,84
2 5207,5 130,187 64,756 2,01 2,03
3 8940,9 223,522 106,879 2,09 1,91
4 10984,6 274,616 131,715 2,08 1,92
5 11494,1 287,353 138,321 2,08 2,20
6 9653,2 241,331 115,829 2,08 2,18
7 12071,5 301,786 145,975 2,07 2,08
8 11578,7 289,469 139,359 2,08 2,10
9 10776,7 269,416 129,057 2,09 2,23
10 11384,4 284,611 137,323 2,07 2,13
11 9920,2 248,004 118,803 2,09 2,19
12 9474,7 236,866 112,884 2,10 2,16
13 8718,9 217,971 104,241 2,09 2,12
14 10909,9 272,747 131,636 2,07 1,73
15 8096,0 202,401 96,724 2,09 2,14
16 8271,8 206,795 98,306 2,10 2,22

A260: absorbancia em 260 nm (nandémetros; quantifica nucleotideos). A280: absorbancia em
280 nm. As razdes entre as absorbancias 260/280 e 260/230 séo utilizadas, respectivamente,
para estimar a propor¢éo de proteinas e de fenol e outros contaminantes nas amostras.

As quantificacBes obtidas no Nanodrop (Tabela 3.2) indicaram baixa
contaminacdo fendlica e/ou por proteinas. Com isso, passou-se entdo a
confirmar as quantificagbes e a integridade do RNA total extraido em
Bioanalyzer - equipamento que usa fluorescéncia e eletroforese capilar, sendo
considerado mais sensivel e acurado para tais analises. A Figura 3.4 mostra o
eletroesferograma da amostra 2, que € representativo de todas as outras
amostras, uma vez que estas renderam perfis de separacdo eletroforética
similares. De fato, tais eletroesferogramas obtidos em Bioanalyzer expressam
uma resolucdo maior do que a observada no gel de agarose da Figura 3.3.

Uma vez que os resultados de Nanodrop e Bioanalyzer apontaram que
as extracOes foram bem sucedidas, sem evidéncias de degradacéo de RNA ou
qualquer contaminacédo, as 16 amostras seguiram para a etapa de construgéo
das bibliotecas e posterior sequenciamento, ambos executados pelo Centro de

Genbdmica Funcional ESALQ-USP.
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Figura 3.4. Eletroferograma observado em Bioanalyzer para a amostra dois (2). [FUJ:
unidade de fluorescéncia relativa.

3.3.2 Sequenciamento e mapeamento dos reads

Mais de 510 milhdes de reads de cDNA com 100 pb (pares de bases)
foram sequenciados ao total. Cada amostra foi sequenciada duas vezes, em
sentidos opostos, 0 que rendeu uma média de 32,1 milhdes de reads por
biblioteca. A limpeza dos reads de baixa qualidade e contaminados determinou
a retirada de uma média de 529,882 (SD 138,075) reads por biblioteca. Assim
como mostrado na Figura 3.5, as bibliotecas R2 foram as que tiveram o maior

namero de reads removidos (em rosa).

Trimagem dos dados de Aracaju Trimagem dos dados de Crato

N
5]

*

&
[Milh&es]

[Milhdes]
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Total dos dados limpos
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nde reads removidos 1¥100000) nde reads removidos [x 100000]

Figura 3.5. Volume de dados limpos por biblioteca. Relacdo entre o tamanho de cada
biblioteca e a quantidade de reads subtraidos apos limpeza. Sao visualizados dois diferentes
grupos de bibliotecas, nas duas populacdes de campo. As bibliotecas R2 estdo marcadas em
rosa.

Foram mapeados todos os reads limpos das bibliotecas R1 e R2 contra
as regioes codificantes (CDS) dos genes preditos de A. aegypti (versao 3.3;
Vector Base). Todos os reads oriundos de R1 que mapearam com Sucesso

foram usados, acrescidos dos reads mapeados de R2 somente se seu par em
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R1 nao tivesse sido mapeado. Essa estratégia rendeu um mapeamento basico
de 90% dos reads R1, suplementado com cerca de 1,5% dos reads R2.

Conforme esperado, as réplicas biologicas mantidas no laboratorio de
forma isolada dispersaram mais do que as réplicas das amostras iniciais das
duas populagdes, o que pode ser visualizado nos graficos da Figura 3.6. Uma
vez que a grande dispersdo observada para algumas réplicas de determinadas
condi¢bes (condicao de selecdo, por exemplo) poderia dificultar a deteccéo de
diferencas de expressédo, optou-se pela retirada de algumas bibliotecas das
analises de expressao diferencial, como Aracaju F2_2 e F7_SelG1, e Crato
F2_2 e F7_SelG3.
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Figura 3.6. Dispersdo das bibliotecas de Aracaju e Crato. Os gréficos se baseiam nas
diferencas globais de log FC (do inglés ‘log Fold Change’; unidade que mede as alteracdes de
expressdo em escala logaritmica). ACJ: Aracaju. CT: Crato.

Além disso, foram detectados sinais de transcricdo para uma média de

79,7% (SD=0,7) dos genes preditos para o modelo de estudo adotado.

3.3.3 Transcricao diferencial em Aracaju

Como as bibliotecas tinham tamanho em torno de 13-17 milhdes de
reads, as andlises de transcricdo diferencial foram feitas com 0s genes cuja
soma das contagens (‘counts’), nas duas réplicas biolégicas consideradas, foi
maior que dois (2) reads (equivalente a 0,2 CPM). Com isso, em Aracaju, foram
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considerados de 14.134 a 14.186 transcritos nestas analises, dependendo da
biblioteca. Em tentativa de determinar diferencas de expressdo que tivessem,
de fato, significAncia bioldgica, além da diferenca estatisticamente suportada,
foram utilizados filtros considerando apenas as diferencas com menos de 5%
FDR e logFC = 2, o que rendeu um total de 374 transcritos DE (~2,6%) nesta
populacao.

Andlises de clusterizacdo hierarquica e também de agrupamento pelo
algoritmo Click, baseadas nos indices de transcricdo dos genes DE de Aracaju
foram feitas. Estas analises evidenciaram um total de sete (7) diferentes
clusters. No entanto, a comparacdo manual dos resultados das duas
abordagens analiticas permitiu incluir 16 dos 26 ‘singletons’ (que seriam 0s
genes que ficaram fora dos clusters propostos pela aplicagdo do algoritmo
Click) de Aracaju e determinar a presenca de mais um (1) cluster na populagéo.
Estes estdo sinalizados ao longo das Figuras 3.7 a 3.10 (heatmaps em verde e
vermelho) e no Anexo C (heatmaps em azul e amarelo — mais adequados a

visualizacado de dautbnicos).

Aracaju: efeitos da selecdo com o organofosforado malathion

A selecéo com o malathion foi capaz de, significativamente, aumentar a
expressao de 24 genes (Figura 3.7a) e de reduzir a expressao de outros nove
(9) genes (Figura 3.7b). Este udltimo cluster foi construido manualmente por

genes nao agrupados pelas metodologias automaticas.
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Figura 3.7. Transcri¢cdo diferencial em decorréncia da selecdo com o malathion, em
Aracaju. (a) heatmap de genes com expressdo aumentada. (b) heatmap de genes com
expressdo diminuida. A escala de cores do heatmap significa log2 do FPKM. *Genes que foram
incluidos manualmente aos clusters.

Aracaju: efeitos da manutencao em laboratério

Os dados apontam que a manutencdo em laboratério, em ambiente
livre de inseticidas, foi capaz de elevar significativamente a transcricao de 157
genes de Aracaju (Figura 3.8a) — este foi o0 maior dos clusters desta populacéo.

Além disso, houve diminuicdo da expressao de 30 genes (Figura 3.8b).
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Figura 3.8. Transcricdo diferencial em decorréncia da manutencédo em laboratério, em
Aracaju: (a) heatmap de genes com expressdo aumentada. (b) heatmap de genes com
expressao diminuida. A escala de cores do heatmap significa log2 do FPKM. *Genes que foram
incluidos manualmente aos clusters.
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Considera-se que estes clusters poderiam refletir a adaptacdo a
criagdo em laboratério, uma vez que foram identificadas diferencas marcadas
entre Aracaju F2 (Parental) e as amostras mantidas em condicbes de
laboratorio até a geracdo F7 (Selecionadas e Controle), independentemente do

contato com o inseticida.

Aracaju: efeitos duplos (manutencdo em laboratério + selecdo com
malathion)

Foram também observadas alteracbes de expressdo génica que

ocorreram tanto nas amostras controle quanto nas selecionadas. Muitos dos
genes tidos como DE em Aracaju apresentaram alteracbes desse tipo, que
foram aqui referidas como ‘Efeitos duplos’. Notaram-se ainda, dois tipos de
alteracOes de expressdo: 1) cluster em que o efeito da manutencdo em
laboratério e selecdo por inseticida foi aditiva, levando a um aumento de
expressao génica progressiva entre os grupos (Figura 3.9a), e 2) clusters onde
os efeitos foram opostos, ou seja, a presenca do inseticida foi capaz de
contrapor o efeito da manutencao em laboratério (Figura 3.9b-c).

Foram observados 11 genes com expressdao aumentada de forma
aditiva (Figura 3.9a), e 72 genes cujo aumento na expressao no grupo controle
(em relacéo ao parental) foi parcialmente revertido pela selecdo com malathion
(Figura 3.9b). Além disso, notaram-se 30 genes que diminuiram sua expressao

no grupo controle, mais que no grupo selecionado (Figura 3.9c).
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Figura 3.9. Transcricdo diferencial em decorréncia da selecdo com o malathion e da
manutencao em laboratério, em Aracaju. (a) heatmap de genes com expressdo aumentada
com efeitos aditivos em relacao ao parental. (b) heatmap de genes com expressdo aumentada
em relacdo ao parental, mas com efeitos antagdnicos. (c) heatmap de genes com expressao
diminuida em relacdo ao parental, mas com efeitos antagénicos. A escala de cores do heatmap
significa log2 do FPKM. *Genes que foram incluidos manualmente aos clusters.
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Aracaju: efeitos da manutencdo em laboratério completamente revertidos

pela selecao com malathion

Os dados apontam que a manutencdo em laboratério, em ambiente
livre de inseticidas, foi capaz de elevar significativamente a transcricdo dos 31
genes de Aracaju mostrados no ‘heat map’ abaixo (Figura 3.10). No entanto,
existe a possibilidade de este efeito ter sido completamente revertido pela
selecdo com o malathion promovida em laboratdrio, uma vez que a expressao

nestes espécimes foi similar a parental (geracéo F2).
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Figura 3.10. Transcri¢éo diferencial em decorréncia da manutencdo em laboratério, com
reversdo completa nas amostras selecionadas com malathion, em Aracaju. Heatmap de
genes com expressdo aumentada. A escala de cores do heatmap significa log2 do FPKM.
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3.3.4 Anotacao funcional dos genes DE de Aracaju

A classificacdo dos genes DE de Aracaju em categorias biolégicas
revelou o marcado enriquecimento de proteinas relacionadas a cuticula nas
amostras. A maioria dos genes cuticulares mostrou aumento de expressao
independente de pressao seletiva com inseticida (74 genes, 20%; Figura 3.11c,
painel da direita), enquanto outros mostraram aumento que foi parcialmente (34
genes, 9%; Figura 3.11f, painel da direita) ou completamente revertido (6
genes, 2%; Figura 3.11h, painel da direita) pela selecdo com malathion. Um
namero bem pequeno de genes cuticulares teve sua expressao aumentada
tanto pela manutencdo em laboratério como pela sele¢cdo com inseticida (2
genes, 0,5%; Figura 3.1le, painel da direita). Além disso, € relevante
mencionar que, de todos os genes DE de Aracaju, 64 eram transcritos
desconhecidos conservados, e dois desconhecidos (ver Tabelas de anotacdo

funcional no Anexo D para detalhes).
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Entre os genes mais expressos nas amostras de Aracaju selecionadas
com malathion, ha cinco proteinas de transducgdo de sinais (dentre elas, uma
acetilcolinesterase/butirilcolinesterase) e quatro de citoesqueleto. Por outro
lado, dos nove genes que foram menos expressos nos grupos selecionados, ha
duas proteinas da maquinaria de sintese proteica e duas de metabolismo
energeético.

Em ambiente de laboratério, com ou sem inseticida, tiveram sua
expressdo aumentada oito proteinas de metabolismo de lipideos, sete
proteinas ligadoras de odor (‘odorant binding proteins') e cinco detoxificadoras
(Figura 3.11c, painel da direita). Dentre as que tiveram expressdo mais baixa,
foram encontradas cinco proteinas de imunidade e da maquinaria de
transcricdo, além da existéncia de duas proteinas ligadoras de odor e uma
proteina cuticular (Figura 3.11d, painel da direita).

Assim como previamente pontuado, dentro da categoria de ‘efeitos
duplos’ observaram-se dois subgrupos, o de efeitos aditivos entre a
manutencdo em laboratério e a selecdo com malathion (Figura 3.11e) que
apresenta 11 genes mais expressos. Dentre estes genes DE ha trés proteinas
ligadoras de odor, duas proteinas cuticulares (ja mencionadas) e uma oxidase
de fungcdo multipla (‘Mixed Function Oxidases’; MFO). O subgrupo de efeitos
antagbnicos contém dois clusters que apresentaram alteracfes de expressao
opostas em relacdo aos efeitos da manutencdo em laboratério e da selecdo
com o malathion. Nele h4 o segundo maior cluster de Aracaju (Figura 3.11f)
que apresentou aumento de expressao em relacao a populagédo parental. Nele
também se revelou a presenca de duas proteinas ligadoras de odor, duas ‘heat
shock proteins' e uma acetilcolinesterase/butirilcolinesterase, além do
enriguecimento bem marcado de proteinas cuticulares jA mencionado
anteriormente. O outro cluster apresentou reducéo da expressdo em relacédo a
geracdo parental (Figura 3.11g). A andlise de enriqguecimento funcional deste
cluster revelou a existéncia de trés proteinas participantes da maquinaria de
transcricdo, e de uma proteina detoxificadora monooxigenase que contém
flavina (que atua de forma semelhante as MFO, mas que usa FAD para oxidar
e ndo um grupamento prostético heme), dentre outras proteinas.

Dentre os genes que foram superexpressos nas amostras controle e

cujo padréo de maior expressao foi potencialmente revertido pela selecdo com
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o malathion (Figura 3.11h), ha sete que codificam proteinas da maquinaria de
modificagdo proteica (dentre estas estdo quatro ‘heat shock proteins’), seis
proteinas cuticulares (j& comentadas anteriormente) e de imunidade, além da
existéncia de uma MFO e uma proteina induzivel por horménio juvenil.

As tabelas de anotacdo funcional dos transcritos DE de Aracaju

constam no Anexo D.

3.3.5 Transcricao diferencial em Crato

Como as nossas bibliotecas tinham tamanho em torno de 13-19
milhdes de reads, as andlises de transcricao diferencial foram feitas com os
genes cuja soma das contagens (counts), nas duas réplicas bioldgicas
consideradas, foi maior que dois (2) reads (equivalente a 0,2 CPM). Com isso,
em Crato, foram considerados de 14.001 a 14.105 transcritos em tais analises,
dependendo da biblioteca. Em tentativa de determinar diferencas de expressao
que tivessem, de fato, significancia biolégica, além da diferenca
estatisticamente suportada, foram utilizados filtros considerando apenas as
diferengas com menos de 5% FDR e logFC = 2, o que rendeu um total de 143
transcritos (~1%) considerados diferencialmente expressos (DE) em Crato.

Analises de clusterizacdo hierarquica e também de agrupamento pelo
algoritmo Click, baseadas nos indices de transcricdo dos genes DE de Crato,
foram feitas. Estas analises evidenciaram um total de quatro (4) diferentes
clusters em Crato. No entanto, a comparacdo manual dos resultados das duas
abordagens analiticas permitiu incluir 25 dos 28 ‘singletons’ de Crato e
distinguir mais um (1) cluster nesta populagéo. Estes estdo sinalizados ao
longo das Figuras 3.12 a 3.15 (heatmaps em verde e vermelho) e no Anexo C

(heatmaps em azul e amarelo — mais adequados a visualizacdo de dautonicos).
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Crato: efeitos da selecdo com o organofosforado malathion

A selecdo com malathion aumentou de forma significativa a expressao
de 31 genes (Figura 3.12a); e reduziu significativamente a expressdo de outros
11 genes (Figura 3.12b). Este dltimo cluster foi construido manualmente

utilizando genes néo clusterizados de forma automatica.

(2]
(]
ke)
[
53
(@ 5§82
© O O
awno
AAELODT9EE-RA
ARELDDZT54-RA
AAELDO3ZE6-RA
ARELOND4223-EA
ARELDODAZ18-FE
AAELDODSES2-RA
ARELOOTITE-RA
ARELDOTET 2-RA
AAELOOG339-FA
ARELDT0913-RA _
AAELDT17E4-RA Expression
AAELD13339-RA 20
ARELDT3344-RA
AAELDT3346-RA " 1.0
AAELDT3348-EA S 00
ARELDT3349-FA _2, :
AMELD13351-RA 855 10
ARELDT3493-RA 58 &
AAELDT3499-RA =35 220
AAELODT3501-RA awno
ARELDT4305-RA 2
AAELDT4544-RA B
ARELDT4837-EA 5
ARELDT4258-FA B
AAELO15014-RE A
ARELDT5T13-RA A
AAELDTTO094-FA ﬁ
AAELOTTE22-BEA 5
ARELDTTAT4-RA g
AAELDTTI7T-RA s
AAELDTYYET-RA

Figura 3.12. Transcri¢do diferencial em decorréncia da selecdo com o malathion, em
Crato. (a) heatmap de genes com expressdo aumentada. (b) heatmap de genes com
expressdo diminuida. A escala de cores do heatmap significa log2 do FPKM. *Genes que foram
incluidos manualmente aos clusters.

Crato: efeitos da manutencdo em laboratério

Foram observados 19 genes cuja expressao foi aumentada nas
amostras mantidas em laboratério, com pouca influéncia da selecdo por
malathion (Figura 3.13).
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Figura 3.13. Transcri¢cdo diferencial em decorréncia da manuten¢&o em laboratério, em

Crato. Heatmap de genes com expressdo aumentada. A escala de cores do heatmap significa
log2 do FPKM.

Considera-se gue este cluster poderia refletir a adaptacéo a criacdo em
laboratorio, uma vez que foram identificadas diferencas marcadas entre o
grupo parental (F2) e as amostras que foram mantidas em condicbes de
laboratério até a geracao F6/F7, independente do contato com malathion.

Crato: efeitos duplos (manutencdo em laboratério + selecdo com

malathion)

Em Crato também foram observadas alteracfes de expressédo génica

que ocorreram tanto nas amostras controle quanto nas selecionadas. Foram
identificados, ao todo, 36 genes que tiveram sua expressao diminuida nas
amostras mantidas em laboratério, sendo este declinio parcialmente revertido
no grupo selecionado (Figura 3.14). 14 ‘singletons’ foram incluidos a este
subgrupo apdés a conferéncia manual das andlises de agrupamento realizadas,

sendo representados no ‘heat map’ abaixo.
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Figura 3.14. Transcrigdo diferencial em decorréncia da selecdo com o malathion e da
manutencdo em laboratério, em Crato: Heatmap de genes com expressdo diminuida em
relagéo ao parental, mas com efeitos antagdnicos. A escala de cores do heatmap significa log2
do FPKM. *Genes que foram incluidos manualmente aos clusters.

Crato: efeitos da manutencdo em laboratdrio completamente revertidos

pela selecdo com o malathion

Os dados apontam que a manutengcdo em laboratério, em ambiente
livre de inseticidas, foi capaz de elevar significativamente a transcricdo dos 31
genes de Crato mostrados (Figura 3.15). No entanto, este efeito foi revertido
pela selecdo com o malathion, uma vez que a expressao nessas amostras foi

semelhante a parental (da geracéo F2).
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Figura 3.15. Transcricéo diferencial em decorréncia da manutencdo em laboratério, com
reversdo completa nas amostras selecionadas com malathion, em Crato. Heatmap de
genes com expressao aumentada. A escala de cores do heatmap significa log2 do FPKM.
*Genes que foram incluidos manualmente aos clusters.

3.3.6  Anotacao funcional dos genes DE de Crato

A classificagcdo dos genes DE de Crato em categorias biolégicas
revelou o enriquecimento de proteinas da maquinaria de modificacédo proteica,
maquinaria de transcricdo, imunidade e transducao de sinais (cada uma destas
funcdes contou com aproximadamente 10% dos 143 genes DE em Crato;
Figura 3.16). Além disso, € relevante mencionar que de todos os genes DE em
Crato, 36 eram transcritos desconhecidos conservados, e dois foram

desconhecidos (ver Tabelas de anotagao funcional no Anexo E para detalhes).
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A selecdo com o malathion, por outro lado, aumentou a expresséo de
31 genes e diminuiu a de outros 11 genes. O primeiro cluster (Figura 3.16a)
contém 10 proteinas da maquinaria de modificacdo proteica (tendo seis
proteinas Alpha-crystallins e trés ‘heat shock proteins’), nove de imunidade
(sendo oito profenoloxidases), além da existéncia de uma proteina ligadora de
odor, uma proteina cuticular, dentre outras proteinas. JA& o segundo cluster
(Figura 3.16b) contém cinco proteinas desconhecidas conservadas, além de
uma proteina detoxificadora MFO, dentre outras.

A manutencdo em laboratério, com ou sem pressao com o inseticida,
aumentou significativamente a expresséo de 20 genes (Figura 3.16c). Dentre
esses ha seis proteinas desconhecidas conservadas, trés que participam da
transducédo de sinais, além da existéncia de duas proteinas de metabolismo de
lipideos, duas de regulacao nuclear, dentre outras proteinas.

O unico cluster que representa os efeitos duplos em Crato apresenta
36 genes que foram menos expressos nas amostras laboratoriais, sendo a
gueda parcialmente revertida na selecdo com malathion (Figura 3.16d). Este
cluster, por sua vez, apresentou 13 proteinas desconhecidas conservadas,
quatro da maquinaria de transcricdo, além de trés proteinas que participam do
metabolismo de lipideos, uma MFO (homéloga a CYP4gl5 de D.
melanogaster), dentre outras proteinas.

Dentre os 32 genes que estavam superexpressos na amostra controle
e cujo padrao de maior expresséo foi completamente revertido nas amostras
selecionadas (Figura 3.16€), ha cinco proteinas da maquinaria de transcricao,
além de trés proteinas transportadoras, duas detoxificadoras (uma MFO e uma
proteina de resposta a estresse oxidativo), uma proteina de ligacdo ao fator
heat shock, dentre outras.

As tabelas de anotacéo funcional dos transcritos DE de Crato estdo no

Anexo E.
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3.4 Discusséo (inicial)

A caracterizacdo dos mecanismos de resisténcia € essencial para
melhorar 0 manejo dos inseticidas. Os programas de monitoramento da
resisténcia de A. aegypti contam hoje com metodologias moleculares bastante
diretas para a determinacdo de altera¢des pontuais no sitio-alvo dos Pl (Garcia
et al. 2009, Martins et al. 2009, Harris et al. 2010, Yanola et al. 2011, Linss et
al. 2014). Por outro lado, € ampla a gama de possibilidades no que tange os
demais mecanismos que podem resultar em fendtipo resistente - e nao
somente a Pl, mas também aos diversos inseticidas que sao aplicados em
saude publica. Em relacdo a estes, apenas uma metodologia bioquimica,
colorimétrica, preconizada por OMS e CDC, é usualmente empregada
(Montella et al. 2007, Polson et al. 2011, Viana-Medeiros 2011). Tal
metodologia €, em alguns casos, criticada pela incapacidade de distinguir qual,
entre as dezenas de espécies moleculares de enzimas detoxificadoras
existentes, esta envolvida no processo de resisténcia.

Alguns grupos de pesquisa fazem uso da técnica de microarranjo,
aplicando o ‘Aedes detox chip’, que atualmente contém sondas para 1.089
genes, previamente relacionados com a resisténcia a diversos inseticidas.
Neste chip estdo incluidos todos os genes que codificam as enzimas
detoxificadoras MFO, GST e EST (Strode et al. 2008, Marcombe et al. 2009,
Riaz et al. 2009, Saavedra-Rodriguez et al. 2015, Dusfour et al. 2015).
Entretanto, esta ainda € uma metodologia cara, e nem sempre € possivel
confirmar os indices de transcricdo por RTgPCR. Além disso, esta técnica
somente possibilita avaliar os genes ja incorporados ao chip, ndo permitindo a
deteccdo de 'novos’ mecanismos de resisténcia. Neste sentido, trabalhos
anteriores do nosso grupo com metodologias classicas (Montella et al. 2007,
Viana-Medeiros 2011, Bellinato et al. 2016), além de todos os trabalhos
mencionados acima que aplicaram o ‘Aedes detox chip’, indicam que cada
populacdo tem uma identidade biologica propria. Parece que os desafios
prévios — que sao diferentes em cada populacao; tém influéncia decisiva sobre
0S mecanismos de resisténcia expressos frente a uma pressdo de selecdo

especifica. Em outras palavras, a resisténcia a inseticidas € multifatorial e focal.
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Foi isso 0 que motivou a aplicacdo do RNA-seq nas avaliacdes deste estudo, a
tentativa de entender melhor o fenébmeno da resisténcia como um todo.

A analise comparativa de RNA-seq das populacdes naturais de A.
aegypti de Aracaju e de Crato contou com amostras iniciais/'parentais’, que
foram submetidas a selecéo artificial por cinco geragcdes com o OP malathion, e
com amostras que foram mantidas em laboratorio sem qualquer pressdo com
inseticida. O estudo identificou 374 transcritos (~2,6%) considerados
diferencialmente expressos (DE) em Aracaju (sendo suas diferencas de
expressao classificadas em oito diferentes clusters), e um total de 143
transcritos (~1%) considerados DE em Crato (que por sua vez, foram divididos
em cinco clusters).

Esta secao trata da potencial participacdo do mecanismo de reducéo
da penetracao do inseticida. Foram identificados genes relacionados a esta via
metabdlica nas duas populacdes analisadas. Em ambos 0s casos encontrou-se
genes diferencialmente expressos, embora sua participagédo tenha sido distinta
em cada populacdo. Também sera abordada a possibilidade de proteinas de
ligacdo a odorantes (do inglés ‘Odorant Biding Proteins’; OBP) atuarem como
‘apresentadoras de moléculas inseticidas’, direcionando a degradacdo para
enzimas MFO. Finalmente, trataremos de profenoloxidases, que teriam o
potencial de agir na formacéo da cuticula dos espécimes de Aracaju e Crato. A
secdo, no entanto, ndo pretende de forma alguma esgotar as discussdes sobre
os dados - apenas tratamos de algumas consideragdes que inicialmente nos

pareceram relevantes.

Expressao de proteinas cuticulares e de biossintese de hidrocarbonetos

cuticulares, em resposta a adaptacado a criacdo em laboratorio (grupos C

es)

Considera-se que alteragdo na expressado de genes cuticulares foi
importante nas duas populac¢des, contudo, por motivos diferentes: Aracaju
apresentou mais de 100 genes DE enquanto Crato teve apenas um, mas que

estava 64 vezes mais expresso nas amostras selecionadas com malathion.
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Interessantemente, dentre o0s genes que codificam proteinas
cuticulares em Aracaju, um teve diminuicdo de expressdo, enquanto 117
apresentaram aumentos, principalmente no grupo controle em relacdo ao
parental. A maioria dessas alteracfes foi pequena, com aumentos de quatro a
oito vezes nos indices de expressao. Entretanto, alguns genes apresentaram
incrementos de 16, 32, 64 e 128 vezes. Isto sugere fortemente a ativacdo do
mecanismo de reducéo da penetragao do inseticida, o que pode ser decorrente
de uma maior deposicdo de quitina, ou de outro aspecto relacionado ao
exoesqueleto desses espécimes. De fato, a primeira barreira contra a
penetracdo de inseticida € a cuticula (ou tegumento) do inseto, formada por
camadas denominadas epicuticula, procuticula (esta, composta por proteinas e
quitina), e uma monocamada epidérmica mais internalizada, envolvida na
sintese e secrecdo dos principais componentes da cuticula (Lockey 1988,
Farnesi et al. 2012). A epicuticula do inseto é a camada mais externa e fina
(largura de 0,1 a 3 uym); sua superficie € coberta por finos depdsitos de lipidios
ou ceras (Juarez et al. 2010).

As ceras dos insetos sdo formadas pelo alongamento de acidos graxos
até produtos de cadeias muito longas que sao, entdo, modificados para gerar
hidrocarbonetos (Stanley-Samuelson et al. 1988). Tais hidrocarbonetos
cuticulares sdo essenciais para prevenir a dessecacdo e morte dos insetos,
além de auxiliarem na comunicacdo quimica em varias espécies, e de
protegerem contra o ataque de microrganismos e a penetracdo de xenobiéticos
(Stanley-Samuelson et al. 1988, Pedrini et al. 2009, Ginzel & Blomquist 2016).
Inclusive, alguns estudos apontam relacdo direta entre maior quantidade de
hidrocarbonetos cuticulares e resisténcia a inseticidas em A. gambiae, D.
melanogaster e Triatoma infestans (Pedrini et al. 2009, Juarez et al. 2010,
Strycharz et al. 2013, Balabanidou et al. 2016, Bass & Stone 2016). Neste
sentido, nosso estudo detectou, em mosquitos de Aracaju em resposta a
adaptacdo a criacdo em laboratério, aumento na expressdo de quatro
elongases - AAEL004953, AAEL003977, AAELO03093 e uma ‘James Bond’
elongase, AAEL002662 (Finck et al. 2016) - e de duas redutases de acidos
graxos (AAELO000910, AAELO013648). Todas essas enzimas participam da
biossintese de hidrocarbonetos cuticulares. A identificacdo de aumento na
expressdo de tais enzimas sugere participacdo do mecanismo de reducao da
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penetracdo do inseticida, potencialmente imposto pelo enriguecimento de
proteinas cuticulares superexpressas em todas as amostras de Aracaju
mantidas no laboratério, assim como postulado para outros modelos por
Pedrini et al. em 2009, por Juarez et al. em 2010, e por Strycharz et al. em
2013.

Além disso, a superexpressao de algumas MFO da familia CYP4
(AAEL008638, AAEL008345, AAEL003399, AAEL010273 e AAEL000357), nas
amostras de Aracaju, se mostrou particularmente interessante. Isto porque,
além de tais enzimas apresentarem a capacidade de detoxificar xenobioticos,
alguns autores sugerem que elas também participam da cascata de producéo
de hidrocarbonetos cuticulares (Qiu et al. 2012, Falcén et al. 2014, Bass &
Stone 2016). Recentemente Balabanidou et al. (2016), usando microscopia de
imunofluorescéncia, sugeriram que duas MFO, cuja expressao estava
aumentada em anofelinos resistentes a PI, eram muito abundantes nos
oendcitos, células onde ocorre a sintese de tais hidrocarbonetos. Inclusive, os
autores conseguiram localizar uma dessas MFO (CYP4G16) na membrana
plasmatica de tais células - e ndo nos microssomos como regularmente visto -
e especularam sobre sua fungéo potencial no transporte dos hidrocarbonetos
pela membrana dos oendcitos. Neste trabalho foi ainda comprovada, por
expressdo heterdloga, a atividade decarbonilasica oxidativa da CYP4G16,
demonstrando de forma mais direta a sua atuacdo na biossintese de

hidrocarbonetos cuticulares em A. gambiae.

Em Crato, apesar de ter sido vislumbrada diferenca na expresséo de
apenas um gene que codifica uma proteina cuticular (AAEL005218), a ativacéo
foi da ordem de 64 vezes nas amostras selecionadas com malathion,
comparadas com as demais. Além disso, foram identificadas diferencas na
expressdo de uma elongase (AAEL015063) e de wuma desaturase
(AAEL003622) que também participam da biossintese de hidrocarbonetos
cuticulares. Enquanto a elongase estava 64 vezes mais expressa nas amostras
de Crato mantidas em cativeiro, a desaturase estava quatro vezes menos
expressa nessas mesmas amostras. As desaturases sdo enzimas importantes
na biossintese de hidrocarbonetos cuticulares: convertem os acidos graxos

saturados (introduzindo uma ligacéo dupla) em produtos insaturados (Falcon et
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al. 2014). As elongases sdo igualmente relevantes, pois catalizam o
‘alongamento’ dos acidos graxos, necessario para a sintese dos
hidrocarbonetos cuticulares (Finck et al. 2016, Ginzel & Blomquist 2016).

Neste cenario, vale considerar a possibilidade de Crato também
apresentar reducdo da penetracdo de inseticida, o que poderia ocorrer via
espessamento da camada quitinosa (procuticula) e com participacédo das ceras
que compdem a epicuticula. Entretanto, andlise global dos dados gerados
neste estudo sugere que tal mecanismo esteja mais ativo em Aracaju. E digno
de nota que Aracaju parece ter acionado este mecanismo, de reducdo da

penetracdo, a partir de outro desafio, independente do inseticida.

Expressdo de proteinas de ligacdo a odorantes (OBP) em resposta a

adaptacao a criacao em laboratorio (grupos C e S)

As OBP parecem ter sido outra classe de enzimas relevante na
resposta a manutencdo em laboratério em Aracaju, e na resposta a selecéo de
Crato com malathion. No entanto, isto ocorreu de forma distinta nas duas
populacdes do vetor. Enquanto em Aracaju houve aumento na expresséo de 12
OBP e diminuicéo de 2, em Crato foi observado um gene que codifica OBP que
estava 16 vezes mais expresso nas amostras selecionadas, em relacdo as
outras.

Enquanto as moléculas odorantes sdo primariamente hidrofébicas, os
receptores do olfato ficam ancorados a membrana das células receptoras e
estdo envoltos por um meio liguido chamado linfa sensilar (Steinbrecht 1998,
Zhou et al. 2010). Em teoria, as OBP sao proteinas sollveis da familia das
lipocalinas (que incluem muitas proteinas carreadoras encontradas em ampla
gama de tecidos), de baixo peso molecular, que estdo presentes na linfa
sensilar e que atuariam como agentes solubilizadores e carreadores de
moléculas odorantes, além de entregarem tais moléculas para as proteinas
receptoras transmembranares (Ryan 2002, Vogt 2005).

Murphy et al. (2013) sugeriram que a interacdo das OBPs 1 e 4 de A.
gambiae com a molécula odorante e com outros componentes do sistema
olfatério, é que seria, de fato, importante para a percep¢do do odor.
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Posteriormente, a molécula odorante seria rapidamente degradada, geralmente
por algumas enzimas detoxificadoras - principalmente MFO (Steinbrecht 1998,
Vogt 2005, Younus et al. 2014). Apesar de estudos das ultimas décadas terem
contribuido para um maior entendimento sobre a via de atuacdo das OBPs, e
de sua atuacdo ‘conjunta’ com enzimas detoxificadoras, admite-se que tal
processo ainda nao foi totalmente esclarecido (Zhou et al. 2010, Pitts et al.
2011).

Notadamente, a manutencdo dos mosquitos de Aracaju em laboratorio
induziu, nos grupos controle e selecionados, aumento na expressdo de 12
genes que codificam OBPs (AAEL001826, AAEL001963, AAEL001964,
AAEL001981, AAEL001994, AAEL002003, AAEL002027, AAEL002028,
AAEL002040, AAEL005682, AAEL005687, AAEL005691). Destes, um gene
(AAELO05691) estava 256 vezes mais expresso; dois, 128 vezes (AAEL002003
e AAEL005682); e dois, 64 vezes mais expressos (AAEL002027 e
AAELO005687). Por outro lado, a selecdo de Crato com malathion resultou na
deteccdo de ativacdo de uma OBP (AAEL005682): estava 16 vezes mais
expressa em relacao a todas outras amostras, parentais e grupos controle.

Conforme mencionado anteriormente, a expressao de cinco genes que
codificam MFO parece ter sido induzida pela manutencdo em laboratério, em
Aracaju. Por outro lado, em Crato a expressdo de uma MFO (AAEL006824) foi
reduzida em 16 vezes em relacdo a amostra parental. No entanto, houve
aumento de expressdo de outra MFO (AAEL014604) e de uma
peroxidase/oxidase (AAEL000496), respectivamente, de quatro e 128 vezes
nos grupos controle em relacdo aos grupos parentais e selecionados com
malathion (ou seja, tiveram o efeito da manutengcdo em laboratério
completamente revertido pela selecdo com o malathion).

Sendo assim, a possibilidade de OBPs atuarem como ‘apresentadoras’
de moléculas inseticidas, direcionando sua degradacdo para enzimas MFO,
assim como sugerido pelos dados de Aracaju, merece ser objeto de
investigacdes futuras. De fato, alguns autores ja levantaram a hipdtese de
OBPs atuarem também na depuracdo de compostos tOxicos eventualmente
presentes na linfa sensilar (Steinbrecht 1998, Zhou et al. 2010). Keeling et al.,
em 2013, caracterizaram a funcdo de uma MFO da peste de agricultura

Dendroctonus ponderosae, como uma enzima que degrada odorantes. Além
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disso, a presenca de grande numero de OBPs nos palpos maxilares de fémeas
de A. gambiae, a despeito da limitada capacidade de codificacdo olfativa deste
orgado, sugere que, ao menos em alguns momentos, OBPs possam agir como
filtros para moléculas ‘odorantes’ do meio (Pitts et al. 2011).

De forma complementar, Swarup et al. (2011) demonstraram a clara
relacéo entre diferencas na expressédo de OBPs e diferencas comportamentais
em D. melanogaster, o que levanta a possibilidade de associacdo equivalente
em A. aegypti. Em Aracaju, a maior expressdo de tais proteinas estaria
mediando uma eventual resisténcia comportamental? Entretanto, esta € uma
questao que requer metodologias capazes de testa-la diretamente.

Adicionalmente, um recente estudo sugeriu a participacdo de UDP-
glucuronosiltransferases na degradacdo de odorantes em antenas de D.
melanogaster, porém com func¢des adicionais em outros tecidos (Younus et al.
2014). Detectamos uma UDP-glucuronosiltransferase (AAEL0O03079) oito vezes
mais expressa nos espécimes de Aracaju selecionados com o malathion. Tal
situacdo poderia sugerir participacdo dessa enzima na degradacdo de
odorantes e/ou moléculas inseticidas, assim como sugerido para as MFOs
superexpressas nas amostras desta populacdo, que foram mantidas em

laboratério.

Mudancas na expressao de profenoloxidases em resposta a adaptacdo a

criacdo em laboratério, ou a selecao com o malathion

As profenoloxidases possuem um papel bem delineado na imunidade
dos artropodes, atuando na encapsulacdo e morte de microrganismos
invasores (Sdderhall & Cerenius 1998, Zhou et al. 2010). Serino proteases sao
tidas como o fator de ativagdo da cascata de melanizagdo promovida pelas
profenoloxidases nestes insetos (Choo et al. 2010, An et al. 2013).

Foram detectadas alteracbes na expressdo de profenoloxidases e
serino proteases nos grupos controle e selecionado de Aracaju e no grupo
selecionado de Crato. Apesar do aumento nos indices de expressao ter sido
pequeno, em geral de quatro vezes, foram 10 os genes de profenoloxidases
afetados em Aracaju: AAEL006877, AAEL010919, AAEL013498, AAEL013501,
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AAEL011764, AAEL013493, AAEL013499, AAEL014837, AAEL015113 e
AAELO015116. Destes, nos seis ultimos, o efeito da manutencdo em cativeiro,
de aumento da expressao, foi revertido pela selegdo com malathion. Em Crato,
foram oito os genes de profenoloxidases com expressdo aumentada:
AAEL010919, AAEL011764, AAEL013493, AAEL013499, AAEL013501,
AAELO014544, AAEL014837 e AAEL015113.

A manutencdo em laboratério, independente de contato com malathion,
aumentou em quatro vezes a expressao de dois genes de serino proteases em
Aracaju (AAEL012573 e AAEL012575), a0 mesmo tempo em que uma serino
protease teve sua expressao aumentada nos grupos controle, sendo este efeito
completamente revertido pela selecdo (AAEL006373). Este Ultimo gene estava
16 vezes mais expresso nas amostras parentais de Crato: houve declinio de
expressdo que foi mediano nos grupos selecionados e mais marcado nos
grupos controle. Além disso, a selecdo diminuiu em 16 vezes a expressao de
outro gene que codifica uma serino protease nesta populagédo (AAEL008769).

Uma possibilidade é as profenoloxidases atuarem na formacdo da
cuticula dos espécimes de Aracaju e Crato. De fato, o processo de
esclerotizacdo da cuticula dos insetos envolve uma etapa de catélise da
producdo de quinonas (para entdo formar melanina) mediada por uma
profenoloxidase (Zhou et al. 2015, Arakane et al. 2016). Em adi¢ado, alguns
trabalhos relacionam a resisténcia a inseticidas com alteracbes de
profenoloxidases, mas de forma controversa. Enquanto Zhou et al., em 2012,
correlacionaram a superexpressao de uma subunidade de profenoloxidase com
o0 aumento de suscetibilidade de C. pipiens ao PI deltametrina, Cornet et al., em
2013, demonstraram que a atividade de uma fenoloxidase e uma
profenoloxidase eram significativamente maiores em fémeas resistentes a OP

do que em fémeas suscetiveis de C. pipiens.

Comparacao com outros trabalhos

Em 2014, David et al. publicaram a selecéo artificial da cepa referéncia
de suscetibilidade Bora-Bora, utilizando doses do Pl permetrina, do
neonicotindide imidacloprid, e do CB propoxur. Em todos os casos a selecao foi
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feita por 10 geracdes, e em cada geracdo foram usadas doses calibradas para
gerar mortalidade de cerca de 70% das larvas expostas. Os autores revelaram
RRso de 1,8, de 3,8 e 5,6 para o CB, o Pl e 0 neonicotindide, respectivamente.
Dentre os 413 transcritos conhecidos diferencialmente expressos nas cepas
selecionadas, em comparacdo com a cepa suscetivel original, as diferencas na
transcricdo génica mais marcadas ocorreram depois da selecdo com
imidacloprid. Este trabalho também identificou enriquecimento de proteinas de
cuticula e de imunidade, assim como visto nos dados de transcriptoma de
nosso estudo. Além disso, os autores demonstraram que a selecdo com
permetrina gerou um maior numero de mutacdes (SNPs, do inglés ‘single
nucleotide polymorphisms’), e que o experimento com propoxur atingiu
patamares intermediarios nas duas avaliacdes, de indices de expressao e de
SNPs. Com isso, uma perspectiva relevante do estudo aqui apresentado é a
avaliacdo dos SNPs nas amostras iniciais, selecionadas e controle, de Aracaju
e Crato.

Em 2014, Hojland et al. avaliaram a adaptacdo a criacdo em
laboratério, ao longo de 29 geracbes, de uma populacdo natural de Musca
domestica. Foi observado um aumento progressivo nha transcricdo de
hexamerinas, enzimas que atuam no armazenamento de carboidratos,
concomitante a diminuicdo do uso desses acucares de reserva (amilases). Por
outro lado, no estudo aqui apresentado, ap6s adaptacdo a criacdo em
laboratério por quatro/cinco geracbes, foi detectada em Crato uma leve
diminuicdo da transcrigdo de duas hexamerinas.

Além disso, Hojland et al. (2014) também detectaram a diminuicdo da
expressao de quatro genes que codificam MFO. Entretanto, em nosso estudo
foram observados resultados discrepantes. Em Aracaju, a transcricdo de
apenas um dos sete genes CYP diferencialmente expressos foi menor nas
amostras mantidas em laboratério. Em Crato, por outro lado, dois genes CYP
estavam superexpressos nas amostras mantidas em cativeiro, um teve sua
transcricdo diminuida nessas amostras, e outro gene CYP demonstrou
tendéncia de queda de expressdo, mas apenas nas amostras selecionadas

com o malathion.
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No conjunto, os dados apresentados neste capitulo ratificam que o
fendmeno da resisténcia a inseticidas em A. aegypti € um carater multifatorial e
de alta complexidade. De nosso conhecimento, foram mostrados pela primeira
vez, em populacdes brasileiras do vetor, indicios da participacdo do mecanismo
de reducdo da penetracdo de inseticidas. Apesar de se admitir que tal
mecanismo possa operar nas duas populagées aqui analisadas, globalmente,
nossos dados sugerem que a penetracdo reduzida atua de forma mais
significativa em Aracaju.

As alteracdes de expressao apontadas com RNAseq nas amostras de
Aracaju e Crato poderdo servir como base para o estudo de novos mecanismos
de resisténcia em A. aegypti, principalmente no que tange a funcédo dos genes
denominados 'desconhecidos conservados'. Pretende-se ainda avaliar as
diferencas de expressao génica entre as amostras originais de Aracaju e Crato;
e 0s SNPs derivados da manuteng&o em laboratorio e, principalmente, aqueles
decorrentes da selecdo com o OP malathion.
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DISCUSSAO GERAL

Atualmente, A. aegypti € incriminado ndo somente na transmissao dos
virus dengue, como também de Zika e chikungunya — sérios problemas de
saude publica no Brasil (Ferreira-de-Brito et al. 2016, MS-SVS 2017). Além
disso, deve-se considerar que este vetor tem potencial para transmitir o virus
da febre amarela, que, devido a atual situagcdo de ‘Emergéncia em Saude
Publica de Importancia Nacional' (MS-SVS 2016, COES — Febre Amarela
2017), impde marcado risco de reemergéncia da transmissdo urbana deste
patdgeno.

Excetuando-se a vacina contra febre amarela, a prevencédo de tais
arboviroses depende, quase que exclusivamente, de medidas de controle
voltadas para a diminuicdo da densidade de seu vetor (Ranson et al. 2010,
Vythilingam et al. 2016). No ambito do controle vetorial, os inseticidas quimicos
ainda sao ferramentas amplamente utilizadas — conduta esta que culmina na
selecdo de individuos resistentes. Com isso, um dos pilares dos programas de
controle € o monitoramento do status de suscetibilidade de popula¢des naturais
do vetor, de forma a subsidiar o manejo da resisténcia aos inseticidas (Ranson
et al. 2010). Considerando que uma populacdo de vetores pode apresentar
resisténcia cruzada a dois ou mais compostos, a analise global dos
mecanismos potencialmente associados com a resisténcia tem marcada
relevancia.

Dentre as poucas opc¢Oes de adulticidas disponiveis, apenas o OP
malathion n&o pertence a classe dos Pl — para os quais a resisténcia esta
disseminada em populacdes de A. aegypti de todo o Brasil (Martins et al. 2009,
OMS 2012, Linss et al. 2014). Desde 2009 este OP é o composto de escolha
para aplicacdo espacial de inseticidas que é (ou deveria ser) feita apenas em
periodos epidémicos (MS-SVS 2009d, 2010). Uma vez que nao se tinha, a
época, registros de resisténcia de populacdes brasileiras do vetor ao malathion,
0 objetivo deste estudo foi antecipar, em laboratorio, eventuais situacbes de
disseminagédo de resisténcia. Para os ensaios de selecdo foram escolhidas
duas populacbes de campo com indices de resisténcia marcadamente

diferentes ao OP temephos, durante décadas o unico larvicida disponivel para
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controle de A. aegypti no Brasil. A primeira foi oriunda de Aracaju, com indices
histéricos de RRgs sempre em torno de 6,0. A outra populagéo, de Crato, havia
apresentado RRgs de aproximadamente 200, muito maior do que os indices
detectados no restante do pais, 0 que poderia sugerir a ocorréncia de
mecanismos de resisténcia diferentes (Braga et al. 2004, Montella et al. 2007,
Lima et al. 2011).

A caracterizacao inicial das populacdes de campo revelou, assim como
era previsto, maior resisténcia ao OP temephos e ao Pl deltametrina em Crato.
Por outro lado, Aracaju demonstrou maior participacdo da resisténcia
metabdlica, bem como um maior nimero de parametros de fithess acometidos,
em comparagdo com Crato.

A selecado de Aracaju e Crato com o malathion provocou aumento nos
indices de RR em todas as réplicas bioldgicas do estudo. Foi demonstrada a
aparente auséncia de resisténcia cruzada entre os OP malathion e temephos,
nas populacdes brasileiras de A. aegypti analisadas. Além disso, a selecéo
parece ter impactado negativamente sobre a resisténcia frente ao temephos e
a Pl. Foram adotados dois parametros de comparacdo para analisar a
suscetibilidade aos inseticidas: a cepa Rockefeller e a amostra parental de
cada populacdo. Dependendo do parametro utilizado, foram observados
resultados discrepantes: todos os bioensaios feitos com larvas dos grupos
controle (malathion, temephos e DFB) demonstraram tendéncia de reducéo das
RR em relacédo a cepa suscetivel (‘Rock RR’) e tendéncia de aumento em
relagcdo a populagado original (‘Parental RR’); nos grupos selecionados foram
observadas diferencas entre os dois parametros, geralmente pequenas, na
avaliacdo do DFB (nas duas populagbes), do temephos (em Crato) e da
deltametrina (em Aracaju). Isto evidencia a cautela necessaria na analise das
diferencas de suscetibilidade (por bioensaios) em experimentos de selecéo.

A analise dos mecanismos potenciais de resisténcia é feita na tentativa
de ‘elucidar’ os indices de resisténcia observados nos bioensaios. A frequéncia
das mutacdes kdr no gene Nay, sitio alvo de inseticidas PIl, das amostras
originais de Aracaju e Crato, foi de 43% e 32%, respectivamente. Estas taxas,
semelhantes, ja indicavam a participacdo de outros mecanismos na resisténcia
a Pl, uma vez que a RRgs de Crato a deltametrina era quase trés vezes maior

gue de Aracaju. De forma inesperada, verificamos que as frequéncias das
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mutacdes kdr nas amostras controle, mantidas em laboratério sem contato com
inseticidas, tenderam a diminuir levemente, ao mesmo tempo em que as RR
aumentaram marcadamente. Estes resultados reiteram que as mutacfes kdr
nao servem como indicadores exclusivos de resisténcia a Pl. Similarmente,
Donelly et al. (2009) postularam que a relacdo entre os genotipos kdr e o
fendtipo da resisténcia a Pl é clara, porém, outros mecanismos poderiam estar
também associados a resisténcia. Isto ratifica a relevancia dos bioensaios,
além da avaliagcdo dos mecanismos associados, para um melhor entendimento
do caréater da resisténcia.

O estudo dos indices de expressdo génica por RNA-seq demonstrou
uma quantidade de genes diferencialmente expressos (DE) em Aracaju quase
trés vezes maior do que em Crato. Esta ultima era a populacdo com maiores
niveis iniciais de resisténcia - e talvez por isso mesmo tenha apresentado
menor alteracdo de expressao génica em decorréncia da selecdo com o
malathion. Houve, pela primeira vez em amostras brasileiras de A. aegypti,
indicacdo de ativacdo de genes com potencial de participarem da resisténcia
por alteracdo de sua penetracdo via cuticula. Levantou-se também a
possibilidade de enzimas OBP atuarem como ‘apresentadoras de moléculas
inseticidas’, direcionando a degradagéo para enzimas MFO. Foi ainda sugerido
que as profenoloxidases cuja expressdo estava alterada estariam agindo na
formacdo da cuticula dos espécimes de Aracaju e Crato, talvez potencializando
0 mecanismo de reducéo da penetracdo do inseticida nos espécimes das duas
populacoes.

A comparagdo entre os resultados dos ensaios bioguimicos com a
avaliacdo de RNA-seq revelou (apenas) um evento de concordancia: uma
monooxigenase gque estava quatro vezes mais expressa nas amostras originais
de Aracaju (AAEL000834), que também apresentaram forte alteracdo na
quantificacio da atividade de MFO. E provavel que estes eventos ndo estejam
associados. No entanto, existe a possibilidade de que se trate de uma mesma
espécie molecular, apesar dos ensaios rotineiros quantificarem a atividade de
MFO de forma indireta — é quantificado seu grupamento prostético heme.

E interessante notar que a populacdo de Aracaju apresentou menores
indices de resisténcia, maior acometimento de mecanismos da resisténcia

metabdlica e que, assim como pontuado por Carriére et al. (1994) e Rivero et
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al. (2010), demonstrou impacto maior nos aspectos do desenvolvimento e
viabilidade avaliados inicialmente. A manutencdo em laboratorio parece ter sido
um estimulo importante para um potencial acionamento do mecanismo de
reducdo da penetracdo do inseticida. Foi observado aumento na expressao de
74 genes que codificam proteinas cuticulares - independente de presséo
seletiva com inseticida. Destes, a selecdo com malathion reverteu parcialmente
0 aumento de expressao de 34 genes; em seis genes, a reversao foi total. Além
disso, a selecdo aumentou em 64 e 32 vezes a expressao, respectivamente, de
uma MFO e de uma butirilcolinesterase. Resta saber se ha correlacdo entre o
aumento de expressao desta butirilcolinesterase e a deteccdo de maior
atividade de Ace demonstrada para duas das trés réplicas selecionadas de
Aracaju, no ensaio bioquimico classico — que emprega acetiltiocolina como
substrato (Ellman et al. 1961).

Em Crato, por outro lado, foi notéria a marcada resisténcia ao OP
temephos e ao Pl deltametrina nas amostras iniciais do estudo. Ainda que tais
indices tenham declinado apds a selecdo com o malathion, a populagéo
continuou sendo considerada altamente resistente a estes compostos, ao final
do experimento. Foi observado relevante aumento na expressdo de uma
proteina cuticular e em algumas poucas enzimas que participam da biossintese
de hidrocarbonetos cuticulares (camada de ceras que recobre o exoesqueleto
dos insetos). Estes resultados poderiam indicar a participacdo do mecanismo
de reducéo da penetracdo do inseticida nas amostras selecionadas de Crato.
Por outro lado, nossos dados de RNAseq sugerem que os altos indices de
resisténcia observados inicialmente poderiam estar relacionados a algum(ns)
mecanismo(s) inusitado(s), nao identificado(s) prontamente. Isso poderia ser a
consequéncia de expresséo diferencial de genes conhecidos, que estariam
impactando na resisténcia, porém, de uma forma diferente do que é
usualmente reportado. Alternativamente, os altos niveis de resisténcia
observados poderiam estar relacionados as diferencas de expressédo de um ou
mais genes com fungbes desconhecidas assinalados pelo RNA-seq. Uma
possibilidade seria a ocorréncia de mutacdes na regido codificante de genes
importantes para a resposta ao desafio com inseticidas em Crato, como, por
exemplo, genes que codificam enzimas detoxificadoras e transportadores ABC
(Poupardin et al. 2014, Faucon et al. 2015). Nesse sentido, em 2014, David et
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al. demonstraram a relevancia da avaliacdo de polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs, do inglés ‘Single Nucleotide Polymorphisms’) em dados oriundos
do sequenciamento de alta vazdo em amostras de A. aegypti selecionadas com
0 neonicotindide imidacloprid. A avaliacdo futura de SNPs em todas as
amostras de nosso estudo, principalmente nas de Crato, é relevante.

Adicionalmente, ndo se poderia descartar a possibilidade de haver
enzimas detoxificadoras com modificacdes em sua regido codificante que
gerassem maior eficiéncia catalitica. Tais enzimas, ao menos em teoria, teriam
o potencial de serem detectadas pelos ensaios bioquimicos, mas nao pela
analise de RNA-seq. Este seria mais um fator que mostra a relevancia da
avaliacado dos SNPs nas amostras estudadas.

O estudo ratifica o carater multifatorial e focal da resisténcia a
inseticidas. No Capitulo 1 foram avaliados os efeitos da resisténcia aos
inseticidas e dos mecanismos associados sobre a biologia de amostras
naturais de A. aegypti. Nos Capitulos 2 e 3 investigou-se os indices de
suscetibilidade pds-selecao e foi feita a avaliacdo global dos mecanismos de
resisténcia. Os dados revelam a importancia de aprofundar o estudo da
resisténcia a inseticidas em mais populagbes de campo, como suporte para

orientar o controle racional desse relevante vetor.
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CONCLUSOES GERAIS

v' Foram identificados elevados indices de resisténcia ao Pl deltametrina e
ao OP temephos nas populacbes de A. aegypti Aracaju e Crato,
provavelmente derivados de intenso uso de controle quimico.

v" O mesmo nao foi demonstrado para diflubenzuron e malathion, mais
recentemente empregados no controle do vetor no pais.

v A comparagdo das amostras originais, do campo, através de
metodologias de rotina revelou que os mosquitos de Aracaju tenderam a
exibir niveis mais baixos de resisténcia a OP e Pl e, a0 mesmo tempo,
maior atividade de enzimas detoxificadoras e maior comprometimento de
fitness, do que os espécimes de Crato.

v' Estes resultados sugerem um maior impacto da resisténcia metabodlica,
guando comparada aos mecanismos de alteracdo do sitio-alvo, na
viabilidade dos mosquitos, nas populacdes avaliadas.

v A selegdo de Aracaju e Crato com malathion resultou em aumento dos
indices de RR em todas as réplicas bioldgicas do estudo.

v" Nao foi detectada resisténcia cruzada entre os OP malathion e temephos,
nas duas populacdes de A. aegypti analisadas.

v A selecdo com malathion teve impacto negativo sobre a resisténcia ao
temephos e a PI.

v' A manutencdo em laboratério sem contato com inseticidas aumentou a
resisténcia a Pl (porém diminuiu a frequéncia dos homozigotos Kdr) em
todas as réplicas de Aracaju e Crato.

v' As avaliagbes rotineiramente adotadas para avaliacdo dos mecanismos
associados (que avaliam alteracbes nas enzimas da resisténcia
metabdlica, alvo de OP, e alvo de PIl) ndo foram capazes de ‘elucidar’ os
altos indices de resisténcia observados nos bioensaios, para as duas
populacdes de A. aegypti analisadas.

v' O estudo dos indices de expressdo génica por RNA-seq revelou, em
Aracaju, duas vezes mais genes diferencialmente expressos gue em
Crato.

v" O carater multifatorial do fendmeno da resisténcia foi demonstrado.
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v" Foi detectada a participacao de varios genes potencialmente relacionados
com o mecanismo de resisténcia por reducédo da penetracao do inseticida

na cuticula de A. aegypti.
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ANEXO B: MATERIAL SUPLEMENTAR DO CAPITULO 2

DE RESULTADOS

Tabela B1l. Alguns detalhes dos bioensaios com malathion

realizados em

larvas das populacbes de Aedes aegypti

estudadas.
Malathion (larvas)

] _ CLSO0(mglL) CL95(mglL) Intervalos de confianga RRsp RRgs slope

ano populagao geragdo CL50 (mg/L) CL95 (mg/L)
Rockefeller 0,049 0,088 0,04799 < CL L 0,05058 0,08438 < CL <0,09259 10 10 6,5
Aracaju P F2 0,094 0,213 0,09142 < CL <0,09741 0,21254 < CL <0,22242 26 29 47
Aracaju C1 7 0,120 0,231 0,11608 < CL <0,12366 0,22036 < CL < 0,24261 24 26 58
Aracaju C2 0,111 0,221 0,10786 < CL <0,11502 0,21086 < CL <0,23243 23 25 55
Aracaju G1 0,121 0,273 0,11592 < CL <0,12540 0,25585 < CL <0,29130 24 31 46
< Aracaju G2 F7 0,172 0,357 0,16647 < CL <0,17769 0,33785 < CL <0,37651 35 40 52
é Aracaju G3 0,141 0,339 0,13487 <CL <0,14754 0,32034 < CL <0,35847 2,9 38 43
Crato P F2 0,086 0,207 0,08350 < CL <0,08928 0,19702 < CL <0,21668 24 28 43
Crato C1 F6 0,112 0,234 0,10824 <CL <0,11576 0,22182 < CL <0,24612 23 26 5.1
Crato C2 0,106 0,220 0,10238 < CL <0,10962 0,20900 < CL <0,23147 2,2 25 52
Crato G1 0,262 0,519 0,25458 < CL <0,27055 0,49096 < CL <0,54918 51 59 56
Crato G2 F7 0,232 0,454 0,22495 < CL <0,23923 0,43227 <CL <0,47663 47 5.1 56
Crato G3 0,235 0,470 0,22601 < CL <0,24499 0,44554 < CL <0,49628 48 58] 515}

Resultados gerados por analises probit. LC: concentracao letal. O intervalo de confianga 95% é

mostrado.

Tabela B2. Alguns detalhes dos bioensaios com
realizados com fémeas adultas das populacdes
aegypti estudadas.

Malathion (adultos)

malathion
de Aedes

Intervalos de confianga

ano populagdo geragao CLSO(glL)  CLOS(gIL) CL50 (g/L) CL95 (g/L) RRso RRss slope
Rockefeller 0,186 0,257 0,18223 < CL <0,19058 0,24829 < CL < 0,26660 10 10 17

Aracaju P F1 0,294 0,522 0,27786 <CL <0,31058 0,48529 < CL < 0,56057 16 18 6,6

Aracaju C1 £7 0,320 0,630 0,29833 < CL < 0,34304 0,56280 < CL <0,70528 17 24 56

Aracaju C2 0,303 0,661 0,28087 < CL <0,32600 0,58213 <CL <0,74958 1,6 26 49

Aracaju G1 0,342 0,612 0,32491 < CL <0,35981 0,55591 < CL < 0,67349 18 24 6,5

< Aracaju G2 F7 0,380 0,695 0,36195 < CL <0,39871 0,62586 < CL <0,77146 20 27 63
g Aracaju G3 0,357 0,610 0,34149 < CL <0,37415 0,55820 < CL < 0,66653 19 24 71
Crato P F3 0,299 0,606 0,27089 < CL <0,30218 0,56495 < CL < 0,64953 16 20 5,0

Crato C1 F6 0,339 0,685 0,31655 < CL < 0,36227 0,61311 <CL <0,76575 18 27 54

Crato C2 0,347 0,648 0,32671 < CL <0,36804 0,57556 < CL <0,73051 19 25 6,1

Crato G1 0,458 0,823 0,43701 <CL <047985 0,74136 <CL <0,91359 25 32 6,5

Crato G2 F7 0,466 0,960 0,44267 < CL <049157 0,86888 < CL < 1,06041 25 37 52

Crato G3 0,419 0,871 0,39320 < CL < 044749 0,78748 < CL <0,96324 23 34 52

Legenda como na Tabela B1.
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Tabela B3. Alguns detalhes dos bioensaios com temephos
realizados em larvas das populacbes de Aedes aegypti

estudadas.
Temephos
Intervalos de confianga
ano populagao geragéo CLS0 (mglL)  CL35(malL) CL50 (mg/L) gL95 (mg/L) RRso RRss slope
Rockefeller 0,005 0,008 0,00524 < CL <0,00537 0,00820 < CL <0,00857 1,0 10 83
Aracaju P F1 0,040 0,098 0,03858 < CL <0,04107 0,09273 <CL <0,10286 112 12,9 42
Aracaju C1 7 0,046 0,096 0,04465 < CL < 0,04760 0,09138 <CL <0,10113 87 115 52
Aracaju C2 0,044 0,108 0,04254 < CL <0,04591 0,10150 < CL <0,11532 83 129 42
Aracaju G1 0,031 0,080 0,02928 < CL <0,03259 0,07510 < CL <0,08623 58 9,6 40
Aracaju G2 F7 0,040 0,087 0,03815 <CL <0,04164 0,08139 < CL <0,09202 75 10,3 49
% Aracaju G3 0,045 0,099 0,04326 < CL <0,04715 0,09301 <CL <0,10476 8,5 118 48
Crato P F2 0,048 0,332 0,04317 <CL <0,05412 0,29850 < CL <0,36883 232 648 2,0
Crato C1 F6 0,102 0,368 0,09597 < CL <0,10759 0,33782 < CL <0,40069 19,2 439 29
Crato C2 0,071 0,339 0,06589 < CL <0,07747 0,30658 < CL < 0,37542 13,5 404 24
Crato G1 0,043 0,223 0,03782 < CL <0,04903 0,19976 < CL < 0,24943 8,1 26,6 23
Crato G2 F7 0,048 0,383 0,04181 <CL <0,05514 0,33816 < CL < 0,43440 91 457 18
Crato G3 0,066 0,372 0,05880 < CL <0,07355 0,33274 <CL < 041584 124 443 2.2

Legenda como na Tabela B1.

Tabela B4. Alguns detalhes dos bioensaios com diflubenzuron
realizados em larvas das populacbes de Aedes aegypti

estudadas.
Diflubenzuron
IE50 (ugl)  IE95(glL Intervalos de confianga ES0 E95 I

ano populagio geragdo (uglL) (koll) |E50 (ug/L) IE95 (ug/L) siope
Rockefeller 1,717 2978 1,64664 < CL < 1,78964 2,75355 < CL < 3,22043 10 1,0 6,9

Aracaju P F1 1,574 4,031 1,49646 < CL < 1,65528 3,64624 < CL <4,45778 16 1,7 40

Aracaju C1 . 2,364 3837 2,26826 < CL <2,46480 357900 < CL <4,11358 14 13 78

Aacaju C2 2,131 4663 2,01306 < CL <2,25560 423165 < CL <5,13764 12 16 48

Aracaju G1 2,322 5475 2,19893 < CL <2,45230 494692 < CL <6,05879 14 18 44

. Aacaju G2 F7 2419 4721 2,32590 < CL <2,51625 438859 < CL <5,07868 14 16 57
S Aacaju G3 2675 5,805 2,54809 < CL <2,80739 525405 < CL <6,41321 16 19 49
Crato P F2 2,002 3982 191585 < CL < 2,09109 370419 < CL <4,27966 16 19 55

Crato C1 o 2,164 3957 2,06379 < CL <2,26832 364920 < CL < 4,29096 13 13 63

Crato C2 2,006 3,670 1,91027 <CL <2,10735 3,39976 < CL < 3,96193 12 1.2 6,3

Crato G 251 5497 2,39073 < CL <2,63696 5,00953 < CL < 6,03289 15 18 48

Crato G2 F7 3,083 4,964 2,97765 < CL <3,19215 467612 <CL <5,26874 18 17 80

Crato G3 2724 4,954 2,60888 < CL <2,84385 460621 < CL <5,32709 16 17 63

Legenda como na Tabela B1. IE: inibicdo de emergéncia dos adultos.

Tabela B5. Alguns detalhes dos bioensaios com deltametrina
realizados com fémeas adultas das populacbes de Aedes
aegypti estudadas.

Deltametrina

Intervalos de confianga

ano populagido geragio CL50 (mglL) CL9S(mgiL) CL50 (mg/L) CL95 (mg/L) RRs RRy5 slope
Rockefeller 0,755 2,117 0,7025<CL <0,8108 2,3611 <CL <3,1267 1,0 1,0 3,0

Aracaju P F1 13,145 37,784 12,4253 < CL < 13,9069 33,5690 < CL <42,5283 14,3 178 36

Aracaju C1 F7 30,728 163,599 27,4459 < CL < 34,4036 126,2634 < CL <211,9755 40,7 60,2 23

Aracaju C2 31,558 245,824 27,4785 < CL < 36,2427 172,3738 <CL < 350,5714 418 90,5 18

Aracaju G1 8,739 62,534 74030 <CL<10,3164 48,2728 <CL < 81,0077 11,6 230 19

Aracaju G2 F7 7,329 46,761 6,1171 <CL <8,7821 37,6125 <CL <58,1343 9,7 172 20

% Aracaju G3 8,263 44,664 7,1005 < CL <9,6169 36,4743 < CL < 54,6928 10,9 164 22
Crato P F3 27912 140,201 25,5326 <CL < 30,5141 120,1620 < CL < 163,5812 37,0 51,6 23

Crato C1 F6 29,889 247,729 25,3161 < CL < 35,2868 175,1436 < CL < 350,3965 39,6 91,2 18

Crato C2 30,796 204,656 26,1259 < CL < 36,3016 151,9393 < CL < 275,6638 40,8 75,3 2,0

Crato G1 21,393 95,144 19,1135 < CL < 23,9440 76,6795 < CL < 118,0558 283 35,0 25

Crato G2 F7 19,923 111,709 17,6912 < CL <22,4360 88,2136 < CL < 141,4627 264 411 22

Crato G3 24,276 102,520 22,0314 < CL < 26,7495 84,0210 < CL < 125,0931 32,2 37,7 26

Legenda como na Tabela B1.
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ANEXO C: MATERIAL SUPLEMENTAR DO CAPITULO 3
DE RESULTADOS - VERSAO DE HEATMAPS EM AZUL
E AMARELO

(@)

ARELODT 26E-RA
ARELOOZ13E8-RA
ARELOODZ3TE-RA
ARELOOZ325-RA
ARELOOD307S-RA
ARELOOD323E-FA
ARELOOD33TY-RA
ARELOOD3405-REB
ARELOOD4406-FA
ARELOOSE05-FA
ARELOOGA7H-RA
ARELOOTE2E-REA
ARELOODG245-FA (b)
ARELOOG934-RA
ARELOT07EE-RA
ARELOT1414-FA
ARELDT2295-FA
ARELODT3095-FA
ARELDT 5065-FA
ARELDT7ETE-RA
* AAEL004150-RA
* AAELOD4341-RA
*AAELO03822-RB
*AAELD15454-RA

Selecionados

Parental
Controle

Expression

QL
o
=
=
c
o
@]
R

Figura C1. Transcricao diferencial em decorréncia da selecao

com o malathion, em Aracaju.

(@) heatmap de genes com expressdo aumentada. (b) heatmap de genes com expressdo
diminuida. A escala de cores do heatmap significa log2 do FPKM. *Genes que foram incluidos
manualmente aos clusters.
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da

em decorréncia

diferencial

Transcricéo

Figura C2.

manutencdo em laboratdrio, em Aracaju.

Legenda como na Figura C1.

151



(@)

ARELDOT26-FA
AARELDOZ003-RA
ARELDDGZ222-RE
AAELDO40E8-RE
AAELOOSEST-BA
ARELDOG345-RA
ARELDO9003-FA
ARELOOGTT 3-RE
ARELDT1962-EA
AAELOT3551-RA
ARELDTTEE1-RA

Parental

Selecionados

Controle

(b)

AAELOOOGES-RA
AAELOOOZA0-RA
AMELOOTGES-REA
AAELOOT745-FEA
AAELOOT97E-RA
AMELOOT981-FEA
AAELOOZ040-FA
AAELOOZEEZ-RA
AMELOOZY09-EA
AAELOO3093-FA
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AMELOO4703-EA
AAELOD4T745-FA
AAELOO4T746-RA
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AAELOO4T7ED-RA
AAELOO4TT1-RA
AMELOO47TY2-REA
AAELOO4730-RA
AAELOO4T7E2-RA
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AAELOOS31B-RA
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AMELOOZZ284-EA
AAELOOS233-RA
AAELDOS290-EA
AMELOOZ455-EA
AAELOOZ2E3-REB
AAELDOBYT2-EA
AMELOOZYTI-EA
AAELOOZ93E-RA
AAELDOBYE9-EA
AMELOOZY90-EA
AAELOOZ993-RA
AMELOOS00T-EA
AMELOOS098-EA
AAELOO9Z251-RA
AMELOO9STT-REA

AMELOOGTA3-EA
AAELDT0113-RA
AMELO10919-EA
AAELO11043-EA
AAELOT1504-RA
AMELOT1746-REA
AAELO13345-FEA

AAELDT13350-RA
AAELO13501-REA
AAELOT3792-FEA
AAELOT3793-RA
AMELO14523-FEA
AMELD14879-FA
AAELOT4973-RA
AMELO14974-FEA
AMELO14987-FA
AAELD15503-RA
AAELO15534-FEA
AAELO1TS1B-RC
AAELDT7YT3-RA
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AMELOTTYBT-RA

T T T T T P P P P P e P P P P P P P P P P P P P P P P P T P PP T T T {Parental

Selecionados

Controle

(c)

AAELOOOGZ4-RE
AAELDOTS490-RA
AAELOOZ2ES-RA
AAELOO3TZ22-RA
AAELDOS902-RB
AAELODOS939-RA
AAELOOG2E2-RBE
AAELOOG411-RA
AAELODOGS34-RA
AAELOOBOY3-RA
AAELODYTE1-RA

AAELOO9448-RA
AAELDT2303-RA
AAELDT 26E9-RA
AAELOTZE11-RA
AAELDT2972-RA
AAELDT3TE9-RA
AAELOTIEZ1-RA
AAELDT15059-FB
AAELDT5523-RA
ARELOTGATO-RA

*AAELD0D9441-RA
*AAELO17799-RA
*AAEL014210.RA
*AAELO01952-RB
*AAELODO935-RA
#AAELO13785-RA
*AAELOOBBY6-RA
*AAELDO7336-RA
*AAELODB931-RB

Parental

Selecionados

[TTTTTTTTTTTTT T Jcontrole

[

Expression

Figura C3. Transcricao diferencial em decorréncia da selegcédo

com o malathion e da manutenc&o em laboratério, em Aracaju.

Legenda como na Figura C1.
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Selecionados

Controle

AAELOODZ04-RE
AAELOOT1G33-RA
AAELDOZ593-FB
AAELOOSEZ0-RA
AAELOOGIV3-RA
AAELOOY453-RA
AAELOOGI 3-RA
AAELOOZ9Y1-RA
AAELOOB999-RA
AAELDT11148-RA
AAELOT1TES-RA
AAELDT2138-FA
AAELODT3252-RA
AAELDT3493-RA
AAELDT34499-RA
AAELDT3807-RA
AAELOT4770-RA
AAELOT4837-RA
AAELDT14988-RA
AAELODTST13-RA
AAELDTS116-RA
AAELODTS279-RA
AAELDT15280-RA
AAELODTS293-RA
AAELDTTE26-RA
AAELODTFI7E-RA
AAELODT7I979-RA
AAELDT7980-RA
AAELODTTIE1-RA
AAELOTFIEY-RC
AAELODTE0Z8-RA

Expression

T T T T T T T T T T T T T T T[] ]Parental

Figura C4. Transcricdo diferencial em decorréncia da
manutencdo em laboratério, com reversdo completa nas

amostras selecionadas com malathion, em Aracaju.

Legenda como na Figura C1.
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1]
[=]
he)
—~ 2y
8o35
(@) 58 %
©c O O
awno
AAELODY 965-RA
AAELO0Z154-RA
AAELOOZ286-RA
AAELON4723-RA
AAELODS215-RE
AAELONGREZ-RA
AAELOOT375-RA
AAELOOTRY 2-RA
AAELONS339-RA
AAELD10919-RA
AAELD11764-RA
AAELDY 3339-RA
AAELDY 3344-RA
AAELD1 3246-RA "
AAELDY 3345-RA S
AAELD1 3345-RA g,
AAELDY 3351-RA (b) 352
AAELD13493-RA =
AAELDY 3499-RA =% 5
AAELDY 3501-RA i@ 0O
AAELD1 4305-RA * anEI N0S7RO-RA _EI
AAELOT4544-BA * AAELOOOS942-FB [ Expression
AAELD1 4837-RA * AAELOOT935-R0 20
AAELDY 4855-RA * AAELOT1830-RE i
AAELD15014-RE % AAELDT4406-RA -
AAELD15113-RA % AAELDTT061-RA 0.0
AAELDY7094-RA % AAELOOSTS2-RA 10
AAELD1 TA22-RA % AAELOOS357-RA |
AAELDY 797 4-RA % SAELD11587-RE
AAELD1 7A77-RA % RAELNO7166-RA
AAELDY 7981-RA % AAELO0RETE-RD

Figura C5. Transcricao diferencial em decorréncia da selecao

com o malathion, em Crato.

Legenda como na Figura C1.

154



Figura C6.

AAELOOD4T75-RE
AAELO03297-RA
AAEL004307-RC
AAEL D0SKES5-FA
AAELDOG485-FC
AAELDOBEZ4-FB
AAELOOBT36-FB
ARELOOSTTE-FA
ARELOO0SY22-FA
ARELOD9253-FEA
AAELODY9441-RA
AAELDTZ2298-RA
AAEL012372-RB
AAELD12971-FA
AAELDT47Y2-FA
AAELOT506E3-FA
AAELD15380-FA
AAELDT15575-FA
ARELOTE348-FA

Selecionados

Parental
Controle

RaFEatta

:u

Expression

Transcricdo diferencial

manutencdo em laboratério, em Crato.

Legenda como na Figura C1.

em decorréncia da
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Selecionados

Parental
Controle

AAMELDDZO20-RA
AAELDD3622-HE
AAELOODS312-RF
AAELDDGBEDO-RD
AAELDDBSZ24-RA
AAELDOBO3A-RA
AAELDOGSER-RE
AAELOOTT14-RA
AAELOO9TTT-RE
AAELDDATTT-RA
AAELDD9BTA-RA
AAMELDT1O740-RA
AAELDT2900-RA
AAELDT3411-RBA
AAELDT30983-RA
AAELDT3090-RA
AAMELDT4014-RA
AAELDT4196-FA
AAELD15093-RH
AAELDT15412-BA
AAELDT15645-RA
AAELDTIT144-BA
* BAELOD 947-RA
* AAELOOIBET-REA
* AAELNS116-BA
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Figura C7. Transcricao diferencial em decorréncia da selecao

com o malathion e da manutencéo em laboratério, em Crato.

Legenda como na Figura C1.
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Selecionados

Controle

AAELDOOODS-EB
AAE| NOOOD9E-RA
AARELOOD304-EB
AAE| NO04E1-RA
AAELOOD4T3-RA
AAELNO0496-RA
AREI NO094Z-FEB
ARELDONSE3-REC
AAELNO7125-RA
AAELOOZYTA-RA
AAE| NO2863-RA
ARELNO3ZT5-RA
AAELDO3BAT-RA
ARELNO503T-RA
AAELDOGEDD-RA
AAE| NOGIIE-RA
AAELOOS114-EA
AAELNOB55Z-RA
AAE| NOBYEY-RA
ARELDO9458-REB
AAEI NO9T43-RA
AAELD11639-EB
AAELN1256T4-RA
ARELDT2798-RA
AAELD14500-EA
AAEL N14604-RA
AAELD14964-RA
AAEL0150959-FEB
BAELD151453-REA
AAELD17B35-RA
AAELN13003-RA

Expression
2.0
1.0
0.0
-1.0

ST

(T T T T PP T T P P T PP T T P I TP T 1] |Parental

Figura C8. Transcricdo diferencial em decorréncia da
manutencdo em laboratorio, com reversdo completa nas

amostras selecionadas com malathion, em Crato.

Legenda como na Figura C1.
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ANEXO D: MATERIAL SUPLEMENTAR DO CAPITULO 3
DE RESULTADOS - ANOTACAO FUNCIONAL DOS
GENES DIFERENCIALMENTE  EXPRESSOS EM
ARACAJU

Tabela D1. Anotacao funcional dos genes de Aracaju DE em

resposta a selecdo com o OP malathion, em laboratério

(aumentos de expresséo)

Seq name pep name class database e-value
AGAP000073-PA - membrane organization - heart

AAEL015069-PA contraction - muscle cell development - cardiac muscle cs GO 2,00E-85
tissue development - sarcolemma - sarcoglycan
Regulator of microtubule dynamics protein 1 - probable

AAEL003405-PB cs SWISSP 2,00E-18
fragment
extracellular region - muscle cell fate determination -

AAEL004406-PA cs GO 3,00E-52
molecular_function

AAEL005809-PA  cep290 - ciliary tip - olfactory behavior cs GO 0
fibrinogen C domain containing 1 - Mus musculus - chitin

AAEL004150-PA  binding - membrane - integral component of membrane -  Cuticle GO 1,00E-48
metal ion binding

REFSEQ-
AAEL003079-PA  UDP-glucuronosyltransferase 2B1 met/carb
INVERTEBRATE

positive regulation of release of cytochrome c¢ from

AAEL002328-PA  mitochondria - cellular response to hypoxia - extracellular met/energy GO 0,000001
exosome -
lipid catabolic process - lipase - carboxylic ester hydrolase -

AAEL002138-PA met/lipd GO 2,00E-34
cellular_component
ceramide transfer protein - ER to Golgi ceramide transport

AAEL007522-PA - phosphatidylinositol-4-phosphate binding - ceramide pe GO 8,00E-95
transporter - ceramide binding - - probable fragment

AAEL008934-PA  Trypsin pm/protease KOG 8,00E-42
AGAP006037-PA - cytosolic large ribosomal subunit -

AAEL017516-PA  translation - structural constituent of ribosome - ribosomal  ps GO 3,00E-92

large subunit assembly
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High mobility group protein D - dendrite morphogenesis -

AAEL011414-PA st GO 1,00E-41
muscle organ development - DNA binding
AAEL004341-PA  Acetylcholinesterase/Butyrylcholinesterase st KOG 3,00E-56
membrane-bound alkaline phosphatase - probable REFSEQ-
AAEL003317-PA st 2,00E-60
fragment INVERTEBRATE
membrane-bound alkaline phosphatase - probable REFSEQ-
AAEL003286-PA st 0
fragment INVERTEBRATE
nucleus - phosphoprotein phosphatase -
AAEL012299-PA  dephosphorylation - cytoplasm - cation binding - protein st GO 2,00E-79
dephosphorylation - probable fragment
AGAP004580-PA - transcription factor sequence-specific
AAEL013099-PA tf GO 3,00E-29
DNA binding - probable fragment
AAEL010786-PA FtsJ-like RNA methyltransferase - probable fragment tm KOG 0
REFSEQ-

AAEL002318-PA AAEL002318-PA uc 0
INVERTEBRATE
REFSEQ-

AAEL001268-PA  AAEL001268-PA partial uc 0
INVERTEBRATE
REFSEQ-

AAEL008249-PA AAEL008249-PD uc 3,00E-48
INVERTEBRATE
REFSEQ-

AAEL006979-PA  AAEL006979-PA uc 5,00E-28
INVERTEBRATE

Tentativa de anotacéo funcional dos transcritos, baseada nos maiores escores de similaridade
e nos menores valores de E-value obtidos através de buscas em nove diferentes bancos de
dados de sequéncias proteicas. Seq name: nome do gene codificante. Pep name: nome do
peptideo mais similar. Class: categoria biolégica a qual o peptideo pertence. Database: banco
de dados onde o peptideo mais similar foi depositado. cs: citoesqueleto. Cuticle: cuticula.
detox: detoxificacdo. extmat: matriz extracelular. imm: imunidade. met/aa: metabolismo de
aminoacidos. met/carb: metabolismo de carboidratos. met/energy: metabolismo energético.
met/int: metabolismo intermediario. met/lipd: metabolismo de lipideos. met/nuc: metabolismo de
nucleotideos. ne: exportagdo do ndcleo. nr: regulagdo nuclear. pe: maquinaria de exportagao
proteica. pm e pm/protease: maquinaria de modificacdo proteica. prot: maquinaria proteolitica
(proteassoma). ps: maquinaria de sintese proteica. s/: secretados. s/OBP: proteinas de ligagao
a odorantes. st: transducdo de sinais. st/apoptosis: transducdo de sinais, apoptose. storage/:
transportadores / armazenagem. tf: fatores de transcricdo. tm: maquinaria de transcricao. tr:
transportadores. uc: desconhecidos conservados. uk: desconhecidos.
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Tabela D2. Anotacao funcional dos genes de Aracaju DE em

resposta a selecdo com o OP malathion, em

(declinios de expressao)

laboratorio

Seq name pep name class database e-value
AAEL002897-PA ATP synthase subunit f mitochondrial met/energy  SWISSP 6,00E-37
AAEL015081-PA Mitochondrial tRNA-specific 2-thiouridylase 1 met/energy  SWISSP 0
eukaryotic elongation factor 2 lysine methyltransferase -
AAEL007009-PA peptidyl-lysine trimethylation - protein-lysine N- ps GO 2,00E-31
methyltransferase
AGAP002684-PA - preribosome large subunit precursor - rRNA
AAEL007158-PB ps GO 0
processing - nucleus
AAEL002263-PB Probable salivary secreted peptide s/ SWISSP 0,000004
AAEL004088-PB Aldo/keto reductase family uc KOG 0
REFSEQ-
AAEL014259-PA AAEL014259-PA uc
INVERTEBRATE
REFSEQ-
AAELO00697-PB AAELO00697-PB uc 0
INVERTEBRATE
AAEL002550-PA Unknown product uk

Legenda como na Tabela D1.
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Tabela D3. Anotacao funcional dos genes de Aracaju DE em

resposta a adaptacdo a criacdo em laboratorio (aumentos de

expressao)

Seq name pep name class database e-value

AAELO03027-PA AGAP000345-PA - structural constituent of cuticle - Cuticle GO 0
extracellular space

AAELO12090-PA AGAP000745-PA - structural constituent of cuticle - Cuticle GO 0
extracellular space

AAELO08294-PA AGAP005453-PA - structural constituent of cuticle - Cuticle GO 2,00E-54
extracellular space

AAELO08285-PA AGAP005456-PA - structural constituent of cuticle - Cuticle GO 5,00E-65
extracellular space

AAELO13514-PA AGAP005998-PA - structural constituent of cuticle - Cuticle GO 1,00E-43
extracellular space

AAELO03274-PA AGAP009869-PA - structural constituent of cuticle - Cuticle GO 1,00E-40
extracellular space

AAELO03241-PA AGAP009872-PA - structural constituent of cuticle - Cuticle GO 2,00E-47
extracellular space

AAELO03222-PA AGAP009872-PA - structural constituent of cuticle - Cuticle GO 6,00E-44
extracellular space

AAELO03218-PA AGAP009872-PA - structural constituent of cuticle - Cuticle GO 2 00E-45
extracellular space

AAELO03272-PA AGAP009876-PA - structural constituent of cuticle - Cuticle GO 7 00E-59
extracellular space

AAELO14418-PA AGAP009877-PA - structural constituent of cuticle - Cuticle GO 2 00E-75
extracellular space - probable fragment

AAELO14416-PA AGAP009878-PA - structural constituent of cuticle - Cuticle GO 2 00E-79
extracellular space

AAELO14419-PA AGAP009879-PA - structural constituent of cuticle - Cuticle GO 1,00E-60
extracellular space
Ccp84Aa - chitin-based cuticle development - structural

AAEL004760-PA  constituent of chitin-based larval cuticle - extracellular Cuticle GO 1,00E-32
matrix - structural constituent of
Ccp84Aa - chitin-based cuticle development - structural

AAEL004764-PA  constituent of chitin-based larval cuticle - extracellular Cuticle GO 9,00E-32
matrix - structural constituent of
Ccp84Aa - chitin-based cuticle development - structural

AAEL004742-PA  constituent of chitin-based larval cuticle - extracellular Cuticle GO 1,00E-32
matrix - structural constituent of
Ccp84Ag - extracellular matrix - chitin-based cuticle

AAEL013829-PA  development - structural constituent of chitin-based Cuticle GO 4,00E-37

larval cuticle - structural constituent of
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AAEL009803-PA  Cuticle protein Cuticle SWISSP 5,00E-65
AAEL009802-PA  Cuticle protein Cuticle SWISSP 1,00E-66
. . . REFSEQ-
AAEL002092-PA -
cuticle protein Cuticle INVERTEBRATE 3,00E-72
. . . REFSEQ-
AAELO08765-PA -
cuticle protein Cuticle INVERTEBRATE 3,00E-68
. . . REFSEQ-
AAEL009807-PA -
cuticle protein Cuticle INVERTEBRATE 3,00E-64
. . . REFSEQ-
AAEL015119-PA
cuticle protein Cuticle INVERTEBRATE 0
AAEL009791-PA  Cuticle protein Cuticle SWISSP 2,00E-58
AAEL000879-PA  Cuticle protein Cuticle SWISSP 3,00E-16
AAEL009790-PA  Cuticle protein Cuticle SWISSP 2,00E-59
AAEL009796-PA  Cuticle protein Cuticle SWISSP 1,00E-47
AAEL009784-PA  Cuticle protein Cuticle SWISSP 7,00E-60
AAEL009801-PA  Cuticle protein Cuticle SWISSP 8,00E-63
AAEL015163-PA  Cuticle protein Cuticle SWISSP 4,00E-59
AAEL009794-PA  Cuticle protein Cuticle SWISSP 3,00E-55
AAEL015363-PA  Cuticle protein Cuticle SWISSP 4,00E-65
AAELO09800-PA  Cuticle protein - probable fragment Cuticle SWISSP 8,00E-52
AAEL004292-PA  Cuticle protein 1 - probable fragment Cuticle SWISSP 1E-12
AAEL000916-PA  Cuticle protein 16.5 isoform B Cuticle SWISSP 0,000001
. . . REFSEQ-
AAELO04748-PA . -
cuticle protein 18.6 Cuticle INVERTEBRATE 3,00E-57
. . . REFSEQ-
AAEL013878-PA -
cuticle protein 8 Cuticle INVERTEBRATE 3,00E-54
. . . REFSEQ-
AAEL013516-PA . -
cuticle protein CP14.6 Cuticle INVERTEBRATE 4,00E-43
. . . REFSEQ-
AAEL0O07194-PA . -
cuticle protein CP14.6 Cuticle INVERTEBRATE 1,00E-50
AAELO00909-PA  Cuticle protein LPCP-23 Cuticle SWISSP 2E-15
AAEL000878-PA  Cuticle protein LPCP-23 Cuticle SWISSP 7,00E-17
Cuticular protein 30F - neurogenesis - sensory perception
AAEL004765-PA  of pain - structural constituent of chitin-based larval Cuticle GO 7,00E-30
cuticle - extracellular matrix -
Cuticular protein 30F - neurogenesis - sensory perception
AAEL018328-PA  of pain - structural constituent of chitin-based larval Cuticle GO 4,00E-34
cuticle - extracellular matrix -
Cuticular protein 30F - neurogenesis - sensory perception
AAELO04776-PA  of pain - structural constituent of chitin-based larval Cuticle GO 4,00E-35
cuticle - extracellular matrix -
Cuticular protein 35B - extracellular matrix - structural
AAEL004752-PA  constituent of chitin-based larval cuticle - chitin-based Cuticle GO 4,00E-19
cuticle development - structural - probable fragment
Cuticular protein 35B - extracellular matrix - structural
AAEL004747-PA  constituent of chitin-based larval cuticle - chitin-based Cuticle GO 5,00E-19

cuticle development - structural - probable fragment

162


file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/SWISSP/AAEL009803-PA-SWISSP.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/SWISSP/AAEL009802-PA-SWISSP.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL002092-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL002092-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL008765-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL008765-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL009807-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL009807-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL015119-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL015119-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/SWISSP/AAEL009791-PA-SWISSP.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/SWISSP/AAEL000879-PA-SWISSP.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/SWISSP/AAEL009790-PA-SWISSP.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/SWISSP/AAEL009796-PA-SWISSP.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/SWISSP/AAEL009784-PA-SWISSP.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/SWISSP/AAEL009801-PA-SWISSP.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/SWISSP/AAEL015163-PA-SWISSP.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/SWISSP/AAEL009794-PA-SWISSP.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/SWISSP/AAEL015363-PA-SWISSP.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/SWISSP/AAEL009800-PA-SWISSP.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/SWISSP/AAEL004292-PA-SWISSP.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/SWISSP/AAEL000916-PA-SWISSP.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL004748-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL004748-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL013878-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL013878-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL013516-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL013516-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL007194-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL007194-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/SWISSP/AAEL000909-PA-SWISSP.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/SWISSP/AAEL000878-PA-SWISSP.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/GO/AAEL004765-PA-GO.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/GO/AAEL018328-PA-GO.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/GO/AAEL004776-PA-GO.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/GO/AAEL004752-PA-GO.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu1/links/GO/AAEL004747-PA-GO.txt

Cuticular protein 56F - extracellular matrix - structural

AAEL008726-PA constituent of chitin-based larval cuticle - chitin-based Cuticle GO 1E-11
cuticle development - structural - probable fragment
Cuticular  protein 62Bc - chitin-based cuticle
development - structural constituent of chitin-based
AAELOOS00S-PA  CC V€ OPT o . " Cuticle GO 1,00€-15
larval cuticle - extracellular matrix - structural - probable
fragment
Cuticular  protein 76Ba - chitin-based cuticle
development - extracellular matri - structural
AaEL014977-PA  SEVEIOP extraceu - LT cuticle GO 7,00E-24
constituent of chitin-based larval cuticle - structural -
probable fragment
Cuticular protein 76Bb - chitin-based cuticle
development - extracellular matrix - structural .
AAEL014986-PA op S , Cuticle GO 3,00E-25
constituent of chitin-based larval cuticle - structural -
probable fragment
Cuticular  protein 76Bb - chitin-based cuticle
development - extracellular matrix - structural .
AAELO08992-PA op B , Cuticle GO 2,00E-24
constituent of chitin-based larval cuticle - structural -
probable fragment
Cuticular  protein  76Bb - chitin-based cuticle
development - extracellular matrix - structural .
AAEL008968-PA . P . . Cuticle GO 2,00E-21
constituent of chitin-based larval cuticle - structural -
probable fragment
Cuticular  protein  76Bb - chitin-based cuticle
development - extracellular matrix - structural .
AAEL009010-PA . P " . Cuticle GO 5,00E-25
constituent of chitin-based larval cuticle - structural -
probable fragment
Cuticular  protein  76Bb - chitin-based cuticle
development - extracellular matrix - structural .
AAELO08984-PA . P " . Cuticle GO 1,00E-23
constituent of chitin-based larval cuticle - structural -
probable fragment
Cuticular  protein 76Bb - chitin-based cuticle
development - extracellular matrix - structural .
AAEL015278-PA . P " . Cuticle GO 3,00E-21
constituent of chitin-based larval cuticle - structural -
probable fragment
Cuticular  protein  76Bb - chitin-based cuticle
development - extracellular matrix - structural .
AAELO08975-PA . p " . Cuticle GO 4,00E-24
constituent of chitin-based larval cuticle - structural -
probable fragment
Cuticular  protein 76Bb - chitin-based cuticle
development - extracellular matrix - structural .
AAELO09000-PA p Cuticle GO 3,00E-24

constituent of chitin-based larval cuticle - structural -
probable fragment
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Cuticular  protein  76Bb - chitin-based cuticle
AAELOOS995-PA develf)pment - “extracellular matttlx - structural Cuticle GO 7 00E-22
constituent of chitin-based larval cuticle - structural -
probable fragment
Cuticular  protein  76Bb - chitin-based cuticle
AAELOOS013-PA develf)pment - ”extracellular matttlx - structural Cuticle GO 1,00E-34
constituent of chitin-based larval cuticle - structural -
probable fragment
Cuticular  protein 76Bb - chitin-based cuticle
AAELOOS996-PA develf)pment - “extracellular matttlx - structural Cuticle GO 6,00E-21
constituent of chitin-based larval cuticle - structural -
probable fragment
Cuticular  protein 76Bb - chitin-based cuticle
AAELO14984-PA develgpment - .extracellular matr'lx - structural Cuticle GO 5,00E-34
constituent of chitin-based larval cuticle - structural -
probable fragment
Cuticular protein 76Bb - chitin-based cuticle
AAELOOSS77-PA develf)pment - ”extracellular matr'lx - structural Cuticle GO 1,00E-24
constituent of chitin-based larval cuticle - structural -
probable fragment
Cuticular protein 92F - structural constituent of chitin-
AAEL001290-PA  based larval cuticle - chitin-based cuticle development -  Cuticle GO 4,00E-35
extracellular matrix - structural - probable fragment
AAEL004921-PA  endocuticle structural glycoprotein SgAbd-1 Cuticle REFSEQ- 4,00E-44
cuticle structural glycop g utic INVERTEBRATE
AAEL008295-PA  endocuticle structural glycoprotein SgAbd-2 Cuticle REFSEQ- 8,00E-64
glyeop & INVERTEBRATE  *’
. . . REFSEQ-
AAEL004762-PA -
larval cuticle protein A3A Cuticle INVERTEBRATE 7,00E-76
. . . REFSEQ-
AAEL002110-PA -
larval cuticle protein A3A Cuticle INVERTEBRATE 2,00E-52
AAEL000896-PA  Larval/pupal cuticle protein H1C Cuticle SWISSP 2,00E-40
AAEL017293-PA  Larval/pupal cuticle protein H1C Cuticle SWISSP 2E-09
obstructor-A - chitin-based  embryonic  cuticle
AAEL011897-PA  biosynthetic process - regulation of multicellular Cuticle GO 3,00E-28
organism growth - regulation of tube size
. . . REFSEQ-
AAEL004770-PA -
pupal cuticle protein Cuticle INVERTEBRATE 2,00E-46
. . . REFSEQ-
AAELO004674-PA E-
pupal cuticle protein Cuticle INVERTEBRATE 5,00E-44
. . . REFSEQ-
AAEL003049-PA
pupal cuticle protein 78E Cuticle INVERTEBRATE 0
Tweedlebeta - body morphogenesis - structural
AAEL014994-PA constituent of chitin-based cuticle - chitin-based cuticle Cuticle GO 3,00E-53
development - proteinaceous extracellular
AAEL008638-PA Cytochrome P450 CYP4/CYP19/CYP26 subfamilies detox KOG 7,00E-55
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Non-ribosomal peptide synthetase/alpha-aminoadipate

AAEL005793-PA  reductase  [Secondary  metabolites  biosynthesis, detox KOG 0,00E+00
transport and catabolism]

AAELO03399-PA Cy_tochrome P450-4d2 - iron ion binding - heme binding - detox/ox GO 3,00E-96
oxidoreductase

AAEL010273-PA  Cytochrome P450 4V2 - heme binding - oxidoreductase detox/ox GO 6,00E-59

AAEL000357-PA  cytochrome P450-4v8, family 4, subfamily V detox/ox GO 1,00E-56
zye - actin filament organization - cell-matrix adhesion -

AAEL014392-PA apical constriction - apical plasma membrane - regulation  extmat GO 1,00E-40
of embryonic cell shape - - probable fragment

AAELO14445-PA Collagen alpha-1(l) chain (Fragments) - probable extmat SWISSP 5,00E-17
fragment

AAEL003936-PA  Glycine-rich cell wall structural protein 2 extmat SWISSP 4E-10
GPl-anchored cell surface glycoprotein (flocculin) -
membrane - cell wall - single organismal cell-cell

AAEL009849-PA  adhesion - single-species biofilm formation - probable extmat GO 5,00E-28
fragment GPl-anchored cell surface glycoprotein;

(Flocculina de Sacharomices)
AAEL002213-PA  vegetative cell wall protein gp1-like - probable fragment extmat REFSEQ- 8E-11
& cell wallp &P P gme INVERTEBRATE
. . REFSEQ-

AAEL013498-PA

prophenoloxidase imm INVERTEBRATE 0
. . . REFSEQ-

AAEL003840-PA -
keratinocyte lectin imm INVERTEBRATE 2,00E-42
Aromatic-L-amino-acid  decarboxylase -  pyridoxal

AAEL010737-PA  phosphate binding - carboxy-lyase - cellular amino acid met/aa GO 0,00E+00
metabolic process

AAEL007542-PA  Glutamate decarboxylase met/aa KOG 0

AAELO17098-PA  Aromatic amino acid hydroxylase met/aa KOG 0

AAEL014238-PB Aromatic-L-amino-acid/L-histidine decarboxylase met/aa KOG 0

REFSEQ-

AAELO004013-PA
glucose dehydrogenase met/energy INVERTEBRATE 0
copper ion transport - mitochondrial intermembrane

AAELO17081-PA  space - respiratory chain complex IV assembly - copper met/energy GO 1,00E-20
chaperone

AAEL011809-PA  Glucose dehydrogenase FAD quinone met/energy  SWISSP 0

AAEL005969-PA  Phospholipase met/lipd KOG 8,00E-87
AGAP010788-PA - fatty-acyl-CoA reductase (alcohol-

AAEL000910-PA  forming) - long-chain fatty-acyl-CoA metabolic process - met/lipd GO 0,00E+00
wax biosynthetic process - peroxisome

AAELOO4953-PA FattY . acyl-CoA elongase/Polyunsaturated fatty acid met/lipd KOG 4,00E-49
specific elongation enzyme
. . REFSEQ-

AAEL000268-PA
lipase met/lipd INVERTEBRATE  °
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ELOVL fatty acid elongase 4b - fatty acid biosynthetic

AAEL003977-PA  process - 3-oxo-arachidoyl-CoA synthase - endoplasmic  met/lipd GO 1,00E-84
reticulum - unsaturated fatty acid
AAELO013648-PA  Acyl-CoA reductase met/lipd KOG 0
. . REFSEQ-
AAEL001878-PA  phospholipase A1 member A met/lipd INVERTEBRATE 0
AAEL010344-PA  Phosphatidylinositol transfer protein SEC14 met/lipd KOG 3,00E-30
AAEL006311-PB Nuclear pore complex component (sc Seh1) ne KOG 0
AAEL015283-PA tic vesicle gl tein 2B e REFSEQ- 0
synaptic vesicle glycoprotein p INVERTEBRATE
calcium binding and coiled-coil domain 2 - cytoplasmic
AAELO08717-PA  vesicle - PML body - membrane - autophagy - pe GO 4,00E-07
cytoskeleton - cytoplasm
AAELO02288-PA extracellu!ar region - proteolysis - serine-type om/protease GO 1,00E-64
endopeptidase
AAELOO7508-PA serine-type endopeptidase - proteolysis - probable om/protease GO 7,00E-64
fragment
. REFSEQ-
AAEL012573-PA serine protease pm/protease INVERTEBRATE 3,00E-75
. REFSEQ-
AAEL012575-PA serine protease pm/protease INVERTEBRATE 3,00E-66
AAEL001994-PA  odorant-binding protein A10 - probable fragment OBP s/OBP SWISSP 2,00E-26
AAEL005682-PA  odorant-binding protein A10 - probable fragment OBP s/OBP SWISSP 6,00E-26
AAEL002027-PA  odorant-binding protein A10 - probable fragment OBP s/OBP SWISSP 3,00E-26
AAEL002028-PA  odorant-binding protein A10 - probable fragment OBP s/OBP SWISSP 4,00E-26
AAEL005687-PA  odorant-binding protein A10 - probable fragment OBP s/OBP SWISSP 2,00E-26
AAEL001964-PA  odorant-binding protein A10 - probable fragment OBP s/OBP SWISSP 2,00E-24
AAEL001963-PA  odorant-binding protein A10 - probable fragment OBP s/OBP SWISSP 3,00E-27
Basic proline-rich protein - extracellular region -
AAELO08882-PA st GO 2,00E-73
hormone
. REFSEQ-
EL -
AAEL009077-PA  alkaline phosphatase st INVERTEBRATE 0
cyclin-dependent serine/threonine-protein kinase
AAEL010518-PA 3,00E-24
DDB_G0272797/DDB_G0274007 - probable fragment st SWISSP
AAEL000395-PA  retinoid X receptor st GO 0,00E+00
MEK1 interacting protein 1 - zinc ion binding -
AAEL011160-PA  establishment of cell polarity - mitogen-activated protein st GO 3E-08
kinase kinase binding - maintenance of
AAELO15645-PA Itiple RNA-binding d i taining protein 1 tm REFSEQ- 2,00E-97
multiple inding domain-containing p INVERTEBRATE %
AAEL002062-PA  Nuclear hormone receptor betaFTZ-F1 tm KOG 0
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AAEL014216-PA  C2H2-type Zn-finger protein - probable fragment tm KOG 2,00E-20
AAEL018155-PA  membrane - transporter - oligopeptide transport tr GO 0,00E+00
AAELOO1308-PA sleep - intracellular - transporte.r - transport - tr GO 1,00E-86
cellular_component - molecular_function
AAEL013141-PA  mfs transporter tr IRI\IIE\I;:E%;BRATE 1,00E-84
AGAPO06609-PA - organic cation transmembrane
AAEL012183-PA  transporter - integral component of plasma membrane - tr GO 0,00E+00
probable fragment
AGAP003038-PA - organic cation transport - carnitine
AAEL0O04464-PA transmembrane transporter - integral component of tr GO 0,00E+00
plasma membrane - amine transmembrane
AAELO12526-PA  AAEL012526-PA uc F;J‘ZE%BR At ©
AAELO08747-PA  AAEL008747-PA uc ﬁf\t‘;’s?ém At ©
AAELO07780-PA AAELO07780-PA uc FI\IIE\I;:E%;BRATE 0
AAEL017279-PA AAELO017279-PA uc FI\IIE\I;EE?I;BRATE 2,00E-27
AAELO08735-PA  AAELO08735-PA uc F;JZ&%BR At ©
AAELO13145-PA  AAELO13145-PA uc FI\IIE\I;:E'CI}I;BR Ap 50095
AAELO13326-PA  AAEL013326-PA uc FI\IEJZECTIEBR At ©
AAEL017142-PA AAELO17142-PA uc FI\IIEC:E%;BRATE 2,00E-29
AAEL012828-PA  AAEL012828-PA uc F'\IEC‘ZE%BR ATE  2/00E-94
AAEL008453-PA  AAELO08453-PA uc FI\IECEECTII;BR At ©
AAELO00519-PA AAELO00519-PA uc FI\IIE\I;:EEI:}I;BRATE 1,00E-53
AAELO17397-PA  AAELO17397-PA uc FI\IECZE%BR ATp LOOE-49
AAELO06606-PA  AAELO06606-PA uc FI\IE\;:E%BR ATe 200E-S5
AAEL013303-PA AAELO13303-PA uc F'\:E\I;EE%;BRATE 0
EFSEQ-
AAELO08746-PA AAELO08746-PA uc FN\;ER?EBRATE 0
AAELO13117-PA  AAELO13117-PA uc FI\IEJEE%;BRATE 0
AAEL011440-PA AAELO011440-PA uc F'\:E\I;EE%;BRATE 0
AAELO00870-PA  AAELO00870-PA uc FI\IE\;:E%BR ae H00E-92
AAEL002826-PA  AAEL002826-PA partial uc FNE\';:E%BRATE 0
AAEL017542-PA AAELO17542-PA uc FI\IIE\I;:E%;BRATE 2,00E-48
AAELO15360-PA  AAELO15360-PA partial uc ﬁf\s‘;ﬁ%m ATE  2/00E-78
AAEL003425-PB AAEL003425-PB partial uc FI\IIE\I;:E%;BRATE 0
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REFSEQ-

AAELO09091-PA AAEL009091-PA uc INVERTEBRATE 0
AAEL012837-PA  AAEL012837-PA uc IFLEC‘ZE%BR aTe LOOE-27
AAELO00609-PA  AAELO00609-PA uc IFLEC:E%BR Ae 200E-97
AAELO14366-PA  AAEL014366-PB uc IFLEC‘;’E(TI&BR ate O
AAEL005282-PA  AAEL005282-PA uc IFLEJ‘;’E(TQE grare  O-00E+00
AAELO14274-PA  AAELO14274-PA uc F;JEE?E gra7e  O-00E+00
AAEL000913-PA  AAELO00913-PA uc IRNE\szi(TléBR ate O

Legenda como na Tabela D1.
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Tabela D4. Anotacao funcional dos genes de Aracaju DE em

resposta a adaptacdo a criacdo em laboratorio (declinios de

expressao)
Seq name pep name class database e-value
AAELOO7784-PA AGAPF)11117—PA - axonogene5|s. - extracellular space - extmat GO 9E-13
proteinaceous extracellular matrix
. . . REFSEQ-
AAEL002231-PA -
cuticle protein Cuticle INVERTEBRATE 8,00E-38
AAEL004223-PA Cecropin-B1 imm SWISSP 2,00E-23
AAEL000621-PA Cecropin-B imm SWISSP 3,00E-19
AAEL003841-PA Defensin-A imm SWISSP 8,00E-53
AAELO00611-PA Cecropin-B type 2 imm SWISSP 7,00E-25
AAEL018349-PA Cecropin-A2 imm SWISSP 5,00E-23
AAEL017172-PA Ribokinase - probable fragment met/carb KOG 6,00E-34
AAELO10116-PC Calcium uptake protein 1 homolog mitochondrial - met/energy SWISSP 0
probable fragment
AAEL009589-PA Mitochondrial endonuclease met/nuc KOG 0
Predicted protein - nuclear pore cytoplasmic filaments -
AAEL000304-PC telomere tethering at nuclear periphery - structural ne GO 0,0000008
constituent of nuclear pore - nuclear
AAELOOB0S4-PA Phgsphatld.ylserlne-specmc receptor PtdSerR contains nr KOG 0
JmjC domain
. REFSEQ-
AAEL000475-PB -
nuclear protein NAP - probable fragment nr INVERTEBRATE 0
Golgi microtubule-associated protein - Golgi membrane -
Rab GTPase binding - Golgi cis cisterna - vesicle-
AAEL002774-PA . . - GO 1,00E-99
mediated transport - Golgi organization - - probable pe
fragment
" . REFSEQ-
AAELO00086-PA -2 2,00E-
anionic trypsin pm/protease INVERTEBRATE ,00E-87
AAEL001987-PA odorant-binding protein A10 - probable fragment OBP s/OBP SWISSP 1,00E-23
- . REFSEQ-
AAEL002617-PA - -
odorant-binding protein OBP s/OBP INVERTEBRATE 9,00E-55
AAEL011545-PA retrograde transport st GO 6,00E-51
AAEL002330-PA  Transcription factor grauzone - probable fragment tf SWISSP 5,00E-67
AAELO13770-PA AGAP0.06.592-PA - transcription factor sequence-specific tf GO 0
DNA binding
AAELO0S358-PB quaking related 58E-1 - nucleus - neurogenesis - sensory tm GO 3,00E-63

perception of pain - catalytic step 2 spliceosome - mRNA
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splicing

KEKE-like  motif-containing transcription regulator

AAEL001716-PA
(RIr1)/suppressor of sin4 tm KOG 0
AAEL001941-PA metal ion binding - regulation of transcription tm GO 1,00E-49
Myelodysplasia/myeloid leukemia factor - protein
AAEL003990-PC stabilization - regulation of transcription - probable tm GO 6,00E-44
fragment
AAEL002739-PB C2H2-type Zn-finger protein - probable fragment tm KOG 3E-12
REFSEQ-
AAEL012623-PA - -
012623 AAEL012623-PA uc INVERTEBRATE 1,00E-90
REFSEQ-
AAEL001561-PA - -
AAELO01561-PD uc INVERTEBRATE 4,00E-99
REFSEQ-
AAEL001598-PB -
AAELO01598-PB uc INVERTEBRATE 0
REFSEQ-
AAEL011618-PA -
011618 AAELO11618-PA uc INVERTEBRATE 0

Legenda como na Tabela D1.
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Tabela D5. Anotacao funcional dos genes de Aracaju DE em

resposta a selecdo com o OP malathion e a adaptacdo a

criacdo em laboratorio (Efeitos duplos: aumentos de
expressao, sendo mais marcado nas amostras selecionadas)
Seq name pep name class database e-value

AAELO08345-PA Cytochrome P450-4g1 - lipid metabolic process - oxidoreductase  detox/ox GO 0
Cuticular protein 76Bb - chitin-based cuticle development -

AAELO09003-PA extracellular matrix - structural constituent of chitin-based larval  Cuticle GO 4,00E-23
cuticle - structural - probable fragment

AAEL003222-PB Pupal cuticle protein 36 - probable fragment Cuticle SWISSP 5,00E-16

AAEL017561-PA ATP-dependent DNA ligase IV nr KOG 0

AAEL011962-PA Transport and Golgi organization protein 2 pe SWISSP 4,00E-59

- . REFSEQ-

AAEL001826-PA - -
Odorant-binding protein 56a OBP s/OBP INVERTEBRATE 1,00E-44

AAEL005691-PA odorant-binding protein A10 - probable fragment OBP s/OBP SWISSP 8,00E-26

AAEL002003-PA odorant-binding protein A10 - probable fragment OBP s/OBP SWISSP 2,00E-26
geminin - negative regulation of epidermal growth factor

AAEL009773-PB receptor signaling pathway - regulation of syncytial blastoderm st GO 4,00E-26
mitotic cell cycle -

AAEL013551-PA Transcription factor grauzone tf SWISSP 3,00E-57

AAEL004088-PE Aldo/keto reductase family uc KOG 0

Legenda como na Tabela D1.
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Tabela D6. Anotacao funcional dos genes de Aracaju DE em

resposta a selecdo com o OP malathion e a adaptacdo a

criacao

em

laboratorio (Efeitos

duplos:

aumentos

expressao, sendo mais marcado nas amostras controle)

de

Seq name pep name class database e-value
Myosin light chain cytoplasmic - myosin VI complex - myosin
AAEL007439-PA V complex - myosin Il complex - myosin VIl complex - myosin  ¢s GO 4,00E-65
binding - protein binding
. . . REFSEQ-
AAEL008986-PA -
adult cuticle protein Cuticle INVERTEBRATE 1,00E-43
AAELOIS534-PA AGAPO00745-PA - structural constituent of cuticle - Cuticle G0 0
extracellular space
AAELO0S284-PA AGAPO05453-PA - structural constituent of cuticle - Cuticle GO 1,00E-55
extracellular space
AAELOOS288-PA AGAPO05453-PA - structural constituent of cuticle - Cuticle Go 1,00E-54
extracellular space
AAELOO8290-PA AGAPO07042-PA - structural constituent of cuticle - Cuticle 6o 4,00E-33
extracellular space
Ccp84Ab - extracellular matrix - structural constituent of
AAEL004745-PA chitin-based larval cuticle - chitin-based cuticle development  Cuticle GO 3,00E-27
- structural constituent of
AAEL004746-PA Cuticle protein Cuticle SWISSP 5,00E-28
AAEL009793-PA Cuticle protein Cuticle SWISSP 2,00E-61
. . . REFSEQ-
AAELO04769-PA -
cuticle protein Cuticle INVERTEBRATE 8,00E-71
AAEL004751-PA Cuticle protein Cuticle SWISSP 1,00E-27
AAEL001685-PA Cuticle protein 16.5 isoform B Cuticle SWISSP 0,0000002
. . . REFSEQ-
AAEL015503-PA -
cuticle protein 8 Cuticle INVERTEBRATE 3,00E-55
. . . REFSEQ-
AAELO00665-PA 1 E-61
cuticular protein Cuticle INVERTEBRATE ,00E-6
Cuticular protein 35B - extracellular matrix - structural
AAEL004771-PA constituent of chitin-based larval cuticle - chitin-based Cuticle GO 1,00E-17
cuticle development - structural - probable fragment
Cuticular protein 35B - extracellular matrix - structural
AAEL004772-PA constituent of chitin-based larval cuticle - chitin-based Cuticle GO 2,00E-19
cuticle development - structural - probable fragment
Cuticular protein 35B - extracellular matrix - structural
AAEL004782-PA constituent of chitin-based larval cuticle - chitin-based Cuticle GO 2,00E-18

cuticle development - structural - probable fragment
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AAEL011043-PA

Cuticular protein 66Cb - extracellular matrix - structural
constituent of chitin-based larval cuticle - chitin-based
cuticle development - structural - probable fragment

Cuticle

GO

3,00E-26

AAEL014987-PA

Cuticular protein 76Bb - chitin-based cuticle development -
extracellular matrix - structural constituent of chitin-based
larval cuticle - structural - probable fragment

Cuticle

GO

4,00E-32

AAELO08993-PA

Cuticular protein 76Bb - chitin-based cuticle development -
extracellular matrix - structural constituent of chitin-based
larval cuticle - structural - probable fragment

Cuticle

GO

5,00E-23

AAEL009007-PA

Cuticular protein 76Bb - chitin-based cuticle development -
extracellular matrix - structural constituent of chitin-based
larval cuticle - structural - probable fragment

Cuticle

GO

6,00E-24

AAEL014973-PA

Cuticular protein 76Bb - chitin-based cuticle development -
extracellular matrix - structural constituent of chitin-based
larval cuticle - structural - probable fragment

Cuticle

GO

2,00E-21

AAEL008973-PA

Cuticular protein 76Bb - chitin-based cuticle development -
extracellular matrix - structural constituent of chitin-based
larval cuticle - structural - probable fragment

Cuticle

GO

4,00E-21

AAEL008990-PA

Cuticular protein 76Bb - chitin-based cuticle development -
extracellular matrix - structural constituent of chitin-based
larval cuticle - structural - probable fragment

Cuticle

GO

3,00E-25

AAEL008972-PA

Cuticular protein 76Bb - chitin-based cuticle development -
extracellular matrix - structural constituent of chitin-based
larval cuticle - structural - probable fragment

Cuticle

GO

2,00E-21

AAEL014974-PA

Cuticular protein 76Bb - chitin-based cuticle development -
extracellular matrix - structural constituent of chitin-based
larval cuticle - structural - probable fragment

Cuticle

GO

4,00E-23

AAELO08989-PA

Cuticular protein 76Bb - chitin-based cuticle development -
extracellular matrix - structural constituent of chitin-based
larval cuticle - structural - probable fragment

Cuticle

GO

6,00E-21

AAEL007192-PA

flexible cuticle protein 12

Cuticle

REFSEQ-
INVERTEBRATE

4,00E-48

AAELO00890-PA

Larval/pupal cuticle protein H1C

Cuticle

SWISSP

1,00E-40

AAELO09577-PA

obstructor-A - chitin-based embryonic cuticle biosynthetic
process - regulation of multicellular organism growth -
regulation of tube size

Cuticle

GO

3,00E-82
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REFSEQ-

AAEL011504-PA i i i -
pupal cuticle protein Cuticle INVERTEBRATE 3,00E-66
. . . REFSEQ-
AAEL004780-PA -
pupal cuticle protein Cuticle INVERTEBRATE 1,00E-88
. . . REFSEQ-
AAEL014879-PA -
pupal cuticle protein Cuticle INVERTEBRATE 7,00E-63
TweedleE - proteinaceous extracellular matrix - chitin-based
AAEL013793-PA cuticle development - structural constituent of chitin-based Cuticle GO 1,00E-46
cuticle
TweedleE - proteinaceous extracellular matrix - chitin-based
AAEL013792-PA cuticle development - structural constituent of chitin-based Cuticle GO 1,00E-34
cuticle
Prophenoloxidase 2 - melanotic encapsulation of foreign
AAEL006877-PA target - defense response to Gram-positive bacterium - imm GO 0
defense response to fungus -
Prophenoloxidase 2 - melanotic encapsulation of foreign
AAEL013501-PA target - defense response to Gram-positive bacterium - imm GO 0
defense response to fungus -
Prophenoloxidase 1 - sleep - defense response to Gram-
AAEL010919-PA positive bacterium - dopamine metabolic process - imm GO 0
dopamine monooxygenase - L-DOPA - probable fragment
met/ener  REFSEQ-
AAEL004003-PA | dehyd 0
glucose dehydrogenase gy INVERTEBRATE
. R t
AAEL006833-PB Succinyl-CoA synthetase alpha subunit gqye /ener KOG 0
AAELO11746-PA GTP-specific succinyl-CoA synthetase beta subunit - probable met/ener KOG 0
fragment 8y
AAELOO1745-PA Geranylgeranyl pyrophosphate synthase/Polyprenyl met/int KOG 5,00E-58
synthetase
. ) REFSEQ-
AAEL001978-PA
uroporphyrinogen iii synthase met/int INVERTEBRATE 0
AAEL002909-PA  Triglyceride lipase-cholesterol esterase met/lipd KOG 7,00E-79
AAELO03093-PA fatty acid elongase - fatty acid elongation - integral met/lipd GO 0,00E400
component of membrane - cellular_component
AAEL005959-PA  Phospholipase met/lipd KOG 1,00E-79
AAEL005957-PA  Phospholipase met/lipd KOG 8,00E-89
. REFSEQ-
AAEL017974-PA
heat shock protein 70 B2 pm INVERTEBRATE 0
. REFSEQ-
AAEL017973-PA
heat shock protein 70 B2 pm INVERTEBRATE 0
AAEL013350-PA Alpha crystallins - probable fragment pm KOG 6,00E-26
AAEL013345-PA  Alpha crystallins - probable fragment pm KOG 2,00E-32
t
AAEL007938-PA AGAP011920-PA - cytoplasm - serine-type endopeptidase g:;/pro € GO 6,00E-56
AGAP002322-PA - ubiquitin protein ligase - proteasome-
AAEL008455-PA mediated ubiquitin-dependent protein catabolic process - prot GO 0

protein ubiquitination involved in
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REFSEQ-

AAEL017516-PC i i
ribosomal protein L23a ps INVERTEBRATE
james bond - pheromone biosynthetic process - meiotic
AAEL002662-PA spindle organization - male meiosis cytokinesis - very long- s/ GO 5,00E-79
chain fatty acid biosynthetic
AAEL001981-PA odorant-binding protein A10 - probable fragment OBP s/OBP SWISSP 1,00E-21
AAEL002040-PA odorant-binding protein A10 - probable fragment OBP s/OBP SWISSP 3,00E-23
AAEL007486-PA Acetylcholinesterase/Butyrylcholinesterase st KOG 2,00E-85
Ser/Thr-rich caspase - nurse cell apoptotic process - positive st/apopto
AAEL005963-PA regulation of compound eye retinal cell programmed cell .is Pop GO 8,00E-41
death - salivary gland
AAELOO7302-PA transferase transferring acyl groups other than amino-acyl storage/ G0 0
groups
AAELO0S888-PB CCR4-NF)T complex subunit 3 - nuclear-transcribed mRNA tm G0 3E-15
catabolic process - probable fragment
. . . REFSEQ-
AAELO07345-PA - -
cyclic-nucleotide-gated cation channel tr INVERTEBRATE 0
REFSEQ-
AAEL005287-PA - -
00528 AAELO05287-PA uc INVERTEBRATE 1,00E-67
REFSEQ-
AAEL005316-PA -
AAELO05316-PA uc INVERTEBRATE 0
REFSEQ-
AAEL005924-PA -
0059 AAEL005924-PA uc INVERTEBRATE 0
REFSEQ-
AAELO06410-PA -
006410 AAELO06410-PA uc INVERTEBRATE 0
REFSEQ-
AAEL009251-PA -
AAELO09251-PA uc INVERTEBRATE 0
. REFSEQ-
AAEL014823-PA -
AAEL014823-PA partial uc INVERTEBRATE 0
REFSEQ-
AAEL010113-PA - -
010113 AAEL010113-PA uc INVERTEBRATE 5,00E-96
REFSEQ-
AAELO09098-PA -
AAEL009098-PA uc INVERTEBRATE 0
REFSEQ-
AAEL004703-PA -
AAELO04703-PA uc INVERTEBRATE 0
REFSEQ-
AAEL017987-PA 2- 2 E-
AGAP000892-PA uc INVERTEBRATE ,00E-59

Legenda como na Tabela D1.

175


file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/pep/AAEL017516-PC-pep.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL017516-PC-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL017516-PC-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/pep/AAEL002662-PA-pep.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/GO/AAEL002662-PA-GO.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/pep/AAEL001981-PA-pep.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/SWISSP/AAEL001981-PA-SWISSP.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/pep/AAEL002040-PA-pep.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/SWISSP/AAEL002040-PA-SWISSP.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/pep/AAEL007486-PA-pep.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/KOG/AAEL007486-PA-KOG.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/pep/AAEL005963-PA-pep.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/GO/AAEL005963-PA-GO.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/pep/AAEL007302-PA-pep.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/GO/AAEL007302-PA-GO.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/pep/AAEL008888-PB-pep.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/GO/AAEL008888-PB-GO.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/pep/AAEL007345-PA-pep.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL007345-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL007345-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/pep/AAEL005287-PA-pep.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL005287-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL005287-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/pep/AAEL005316-PA-pep.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL005316-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL005316-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/pep/AAEL005924-PA-pep.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL005924-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL005924-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/pep/AAEL006410-PA-pep.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL006410-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL006410-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/pep/AAEL009251-PA-pep.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL009251-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL009251-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/pep/AAEL014823-PA-pep.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL014823-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL014823-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/pep/AAEL010113-PA-pep.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL010113-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL010113-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/pep/AAEL009098-PA-pep.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL009098-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL009098-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/pep/AAEL004703-PA-pep.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL004703-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL004703-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/pep/AAEL017987-PA-pep.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL017987-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt
file:///C:/Users/Pri/Documents/Pri%202016%20laptop/doutorado/Transcriptoma/Analises/Enriquecimento_Funcional/Aedes_classifier/Aracaju-clu2/links/REFSEQ-INVERTEBRATE/AAEL017987-PA-REFSEQ-INVERTEBRATE.txt

Tabela D7. Anotacao funcional dos genes de Aracaju DE em

resposta a selecdo com o OP malathion e a adaptacdo a

criacdo em laboratério (Efeitos duplos: declinios de expresséo,

sendo mais marcado nas amostras controle)

Seq name pep name class database e-value
AAELO13169-PA uncharacterized protein encoded by CACTIN-AS1 - probable cs SWISSP 2 00E-21
fragment
AAELO12303-PA AGAP000246-PA - intraciliary transport particle B - cilium - cs 6o 0
centrosome
AAEL000834-PB Flavin-containing monooxygenase detox KOG 8,00E-97
AAELO08093-PA  Trypsin met/aa KOG 3,00E-55
AAEL012972-PA olypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 12 partial met/carb REFSEQ- 0
polypep vie v P INVERTEBRATE
AAEL001590-PA Xyloside xylosyltransferase 1 met/carb SWISSP 4,00E-66
MpV17  mitochondrial inner membrane protein -
AAEL005939-PA molecular_function - mitochondrion - integral component of met/energy GO 4,00E-40
membrane - membrane - mitochondrial inner
AAELO12811-PA AfGAP01208.2-I?A - mltochfmdrlal translational termination - met/energy GO 0
ribosome binding - translation release factor
AAELO13785-PA pyr|d0)'(al phosphate binding - molybdenum ion binding - met/int GO 1,00E-30
catalytic - probable fragment
AAEL003722-PA ribonuclease UK114 - probable fragment met/nuc REFSEQ- 6,00E-32
P & INVERTEBRATE 7
AAELO06411-PA DNA topoisomerase l-interacting protein - probable fragment nr KOG 1,00E-71
AAEL012669-PA DNA polymerase delta regulatory subunit 55 nr KOG 0
. . E204i . ) -
AAELOO7336-PA Ubiquitin-conjugating enzyme Q-like protein CG450 prot SWISSP 8,00E-78
probable fragment
AAEL003822-PB translation - methyltransferase - copper ion binding - probable bs 6o 1,00E-67
fragment
AAELO0G262-PB AGAP005239—PA - translation - structural constituent of bs 6o 0
ribosome
AAEL015523-PA serine/threonine-protein kinase 6 - probable fragment st REFSEQ- 2,00E-35
P P & INVERTEBRATE
AAELOOGS34-PA Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor - probable o KOG 0
fragment
AAEL006931-PB POU domain class 3 transcription factor 2 - probable fragment  tm SWISSP 1E-12
AAEL014210-PA regulation of transcription - probable fragment tm GO 2,00E-34
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SAGA-associated factor 29kDa - Ada2/Gen5/Ada3 transcription

AAEL009448-PA activator complex - chromatin remodeling - histone tm GO 0
acetylation - methylated histone
REFSEQ-
AAEL009181-PA - -
AAEL009181-PA uc INVERTEBRATE 1,00E-38
REFSEQ-
AAEL015570-PA -
AAEL015570-PA uc INVERTEBRATE 0
) REFSEQ-
AAEL015454-PA - i
AAEL015454-PA partial uc INVERTEBRATE 6,00E-78
REFSEQ-
AAEL002265-PA -
AAEL002265-PA uc INVERTEBRATE 0
REFSEQ-
AAEL009441-PA -

009 AAEL009441-PA uc INVERTEBRATE 0
AAEL001952-PB Phosphoprotein/predicted coiled-coil protein uc KOG 3,00E-17
AAEL005902-PB Uncharacterized conserved protein uc KOG 0

REFSEQ-
AAEL013621-PA -
0136 AAEL013621-PA uc INVERTEBRATE 0
REFSEQ-
AAEL015059-PB -
015059 AAEL015059-PB uc INVERTEBRATE 0
REFSEQ-
AAELO06896-PA - -
AAEL006896-PA uc INVERTEBRATE 1,00E-95
AAELO00935-PA Unknown product uk

Legenda como na Tabela D1.
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Tabela D8. Anotacao funcional dos genes de Aracaju DE em

resposta a adaptacdo a criacdo em laboratério, com reversao

do padrao de expressao pela selecdo com o malathion

Seq name

pep name

class

database

e-value

AAEL015280-PA

Cuticular  protein 76Bb - chitin-based cuticle
development - extracellular matrix - structural
constituent of chitin-based larval cuticle - structural -
probable fragment

Cuticle

GO

4,00E-25

AAEL008991-PA

Cuticular  protein 76Bb - chitin-based cuticle
development - extracellular matrix - structural
constituent of chitin-based larval cuticle - structural -
probable fragment

Cuticle

GO

7,00E-25

AAEL014988-PA

Cuticular  protein 76Bb - chitin-based cuticle
development - extracellular matrix - structural
constituent of chitin-based larval cuticle - structural -
probable fragment

Cuticle

GO

1,00E-28

AAEL008999-PA

Cuticular  protein 76Bb - chitin-based cuticle
development - extracellular matrix - structural
constituent of chitin-based larval cuticle - structural -
probable fragment

Cuticle

GO

2,00E-29

AAEL015279-PA

Cuticular  protein 76Bb - chitin-based cuticle
development - extracellular matrix - structural
constituent of chitin-based larval cuticle - structural -
probable fragment

Cuticle

GO

2,00E-24

AAEL014770-PA

Cuticular protein 62Bc - chitin-based cuticle development
- structural constituent of chitin-based larval cuticle -
extracellular matrix - structural - probable fragment

Cuticle

GO

5E-13

AAEL018028-PA

cytochrome P450, family 4, subfamily V, polypeptide 7 -
Danio rerio - oxidoreductase activity, acting on paired
donors, with incorporation or reduction of molecular
oxygen - heme binding - oxidation-reduction process -
iron ion binding - metal ion binding - cellular_component
- oxidoreductase activity - monooxygenase activity

detox/ox

3,00E-65

AAELO15113-PA

Prophenoloxidase 1 - sleep - defense response to Gram-
positive bacterium - dopamine metabolic process -
dopamine monooxygenase - L-DOPA

imm

GO

AAEL013493-PA

Prophenoloxidase 1 - sleep - defense response to Gram-
positive bacterium - dopamine metabolic process -
dopamine monooxygenase - L-DOPA

imm

GO

AAELO15116-PA

Prophenoloxidase 1 - sleep - defense response to Gram-
positive bacterium - dopamine metabolic process -
dopamine monooxygenase - L-DOPA

imm

GO

AAEL013499-PA

prophenoloxidase

imm

REFSEQ-
INVERTEBRATE

AAEL011764-PA

Prophenoloxidase 1 - sleep - defense response to Gram-
positive bacterium - dopamine metabolic process -
dopamine monooxygenase - L-DOPA

imm

GO
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Prophenoloxidase 1 - sleep - defense response to Gram-

AAEL014837-PA positive bacterium - dopamine metabolic process - imm GO 0
dopamine monooxygenase - L-DOPA
AAELO15292-PA Complex Il assembly factor LYRM7 - mitochondrial met/energy GO 1611
matrix - probable fragment
AAEL005620-PA ATP synthase subunit f mitochondrial met/energy SWISSP 1,00E-30
. REFSEQ-
AAEL012138-PA -
24-dehydrocholesterol reductase met/lipd INVERTEBRATE 0
Predicted protein - nuclear pore cytoplasmic filaments -
AAEL000304-PB telomere tethering at nuclear periphery - structural ne GO 0,0000008
constituent of nuclear pore - nuclear
. REFSEQ-
AAEL017981-PA
01798 heat shock protein 70 B2 pm INVERTEBRATE 0
. REFSEQ-
AAEL017979-PA
heat shock protein 70 B2 pm INVERTEBRATE 0
. REFSEQ-
AAEL017975-PA
heat shock protein 70 B2 pm INVERTEBRATE 0
. REFSEQ-
AAEL017980-PA
017980 heat shock protein 70 B2 pm INVERTEBRATE 0
AGAP008419-PA - phagolysosome assembly involved in
AAELO13252-PA apoptotic cell clearance - ph'agocytlc vesicle - Golgi to pm/protease GO 3,00E-85
endosome transport - Golgi apparatus - - probable
fragment
X REFSEQ-
AAELO06373-PA
006373 serine protease htra2 pm/protease INVERTEBRATE 0
AAELO02593-PB extracellu!ar region - proteolysis - serine-type pm/protease GO 0
endopeptidase
. . . . REFSEQ-
AAEL001833-PA -
001833 Juvenile hormone-inducible protein st INVERTEBRATE 0
AAELO13807-PA transferase transferring acyl groups other than amino- storage/ GO 2,00E-50
acyl groups
AAEL007458-PA  Amino acid transporters tr KOG 0
REFSEQ-
AAEL011148-PA - -
AAEL011148-PA uc INVERTEBRATE 2,00E-43
REFSEQ-
AAELO08313-PA  AAEL 13-PA
008313 ue INVERTEBRATE  °
REFSEQ-
AAEL017987-PC 2- 1 E-
AGAP000892-PA uc INVERTEBRATE ,00E-57

Legenda como na Tabela D1.
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ANEXO E: MATERIAL SUPLEMENTAR DO CAPITULO 3
DE RESULTADOS - ANOTACAO FUNCIONAL DOS

GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS EM CRATO

Tabela E1. Anotacdo funcional dos genes de Crato DE em

resposta a selecdo com o OP malathion, em

(aumentos de expresséo)

laboratorio

Seq name pep name class database e-value
sinuous - adult chitin-containing cuticle pigmentation - cell
AAEL005218-PB adhesion involved in heart morphogenesis - heart process - Cuticle GO 1,00E-94
plasma membrane - dorsal
AAEL014305-PA GPI transamidase complex - probable fragment extmat KOG 4,00E-37
AAEL004223-PA Cecropin-B1 imm SWISSP 2,00E-23
Prophenoloxidase 1 - sleep - defense response to Gram-positive
AAEL013493-PA bacterium - dopamine metabolic process - dopamine imm GO 0
monooxygenase - L-DOPA
. . REFSEQ-
AAEL014544-PA
prophenoloxidase imm INVERTEBRATE 0
Prophenoloxidase 1 - sleep - defense response to Gram-positive
AAEL014837-PA bacterium - dopamine metabolic process - dopamine imm GO 0
monooxygenase - L-DOPA
Prophenoloxidase 1 - sleep - defense response to Gram-positive
AAEL015113-PA bacterium - dopamine metabolic process - dopamine imm GO 0
monooxygenase - L-DOPA
Prophenoloxidase 2 - melanotic encapsulation of foreign target -
AAEL013501-PA defense response to Gram-positive bacterium - defense imm GO 0
response to fungus -
. . REFSEQ-
AAEL013499-PA
prophenoloxidase imm INVERTEBRATE 0
Prophenoloxidase 1 - sleep - defense response to Gram-positive
AAEL011764-PA bacterium - dopamine metabolic process - dopamine imm GO 0
monooxygenase - L-DOPA
Prophenoloxidase 1 - sleep - defense response to Gram-positive
AAEL010919-PA bacterium - dopamine metabolic process - dopamine imm GO 0
monooxygenase - L-DOPA - probable fragment
AAEL014858-PA Hismacro and SEC14 domain-containing nr KOG 4,00E-27
. REFSEQ-
AAEL017974-PA
heat shock protein 70 B2 pm INVERTEBRATE 0
AAEL013349-PA Alpha crystallins - probable fragment pm KOG 1,00E-38
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Catecholamines up - perinuclear endoplasmic reticulum -

AAEL001968-PA intracellular - neuronal cell body - synaptic vesicle - axon - pm GO 0
synapse
AAEL013339-PA Alpha crystallins pm KOG 1,00E-28
. REFSEQ-
AAEL017977-PA
heat shock protein 70 B2 pm INVERTEBRATE 0
. REFSEQ-
AAEL017981-PA
heat shock protein 70 B2 pm INVERTEBRATE 0
AAEL013351-PA Alpha crystallins pm KOG 1,00E-36
AAEL013344-PA Alpha crystallins pm KOG 3,00E-40
AAEL013346-PA Alpha crystallins pm KOG 2,00E-40
AAEL013348-PA Alpha crystallins pm KOG 2,00E-37
AAEL005682-PA odorant-binding protein A10 - probable fragment OBP s/OBP SWISSP 6,00E-26
AAEL003286-PA membrane-bound alkaline phosphatase - probable fragment st REFSEQ- 0
u phosp P & INVERTEBRATE
AAELO07375-PA Dehydrogenase kinase st KOG 0
AAEL008339-PA TBX1 - probable fragment tf KOG 2,00E-81
AAEL002154-PA transcription initiation factor IIA gamma chain tm REFSEQ- 4,00E-51
P & INVERTEBRATE
REFSEQ-
AAEL015014-PB -
0150 AAEL015014-PB uc INVERTEBRATE 0
REFSEQ-
AAEL017522-PA - -
AAELO017522-PA uc INVERTEBRATE 1,00E-38
REFSEQ-
AAEL007612-PA - -
AAELO07612-PA uc INVERTEBRATE 3,00E-62
R REFSEQ-
AAEL017094-PA - -
AAEL017094-PA partial uc INVERTEBRATE 5,00E-37

Tentativa de anotacéo funcional dos transcritos, baseada nos maiores escores de similaridade
e nos menores valores de E-value obtidos através de buscas em nove diferentes bancos de
dados de sequéncias proteicas. Seq name: nome do gene codificante. Pep name: nome do
peptideo mais similar. Class: categoria biolégica a qual o peptideo pertence. Database: banco
de dados onde o peptideo mais similar foi depositado.
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Tabela E2. Anotacdo funcional dos genes de Crato DE em

resposta a selecdo com o OP malathion, em

(declinios de expressao)

laboratorio

Seq name pep hame class database e-value
AAELO17061-PA Cytochrome P450 CYP4/CYP19/CYP26 subfamilies detox KOG 5,00E-59
AAELO11830-PB Class Il aldolase/adducin N-terminal domain protein - met/carb KOG 1,00E-57

probable fragment

AAEL008878-PD diacylglycerol acyltransferase (DGAT) met/lipd KOG 3,00E-95

. pm/ REFSEQ-

AAELO08769-PA -
serine protease SP24D protease INVERTEBRATE 4,00E-80
60S ribosomal protein L27 - cytosolic large ribosomal

AAEL011587-PB subunit - structural constituent of ribosome - probable ps GO 4,00E-31
fragment

AAELO14406-PA AGAP003566-PA - regulation of transcrlptllon from RNA tm GO 3,00E-56
polymerase |l promoter - nucleus - transcription cofactor

REFSEQ-
AAELO07166-PA - -
007166 AAELO07166-PA uc INVERTEBRATE 1,00E-89
REFSEQ-
AAELO05782-PA -
AAEL005782-PA uc INVERTEBRATE 0
. REFSEQ-

AAEL007935-PC -

AAEL007935-PC partial uc INVERTEBRATE 0
REFSEQ-

AAEL000942-PB - -
AAELO00942-PB uc INVERTEBRATE 1,00E-95

AAEL008357-PA LAR-interacting protein uc KOG 0

Legenda como na Tabela E1.
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Tabela E3. Anotacdo funcional dos genes de Crato DE em

resposta a adaptacdo a criacdo em laboratorio (aumentos de

expressao)
Seq name pep name class database e-value
AAELOL4792-PA phosphatase and actin regulator 4-B isoform X3 - probable cs REFSEQ- 0
fragment INVERTEBRATE
AAEL018349-PA Cecropin-A2 imm SWISSP 5,00E-23
AAELOOGASS-PC AGAP091183—PA - purine nucleosidase - purine nucleoside met/carb GO 1,00E-97
catabolic process - cytosol
AAELOLS063-PA Fatty ac.yI—CoA elongase/Polyunsaturated fatty acid specific met/lipd KOG 3,00E-56
elongation enzyme
AGAP009471-PA - sterol-transporting ATPase - cholesterol
AAEL008624-PB transporter - integral component of membrane - plasma met/lipd GO 0
membrane
AAEL015389-PA Nucleosomal histone kinase 1 nr SWISSP 0
. REFSEQ-
AAEL000475-PB -
000475 nuclear protein NAP - probable fragment nr INVERTEBRATE 0
AGAP009255-PA - phosphatidylinositol binding - early
AAEL005655-PA endosome to Golgi transport - extrinsic component of pe GO 0
membrane - vesicle organization - endosome
AAEL012971-PA Integumentary mucin A.1 s/ SWISSP 2,00E-23
AAEL004307-PC AGAP008821-PA - signal transduction - cytoplasm st GO 0
nucleus - phosphoprotein phosphatase - dephosphorylation
AAEL012299-PA - cytoplasm - cation binding - protein dephosphorylation - st GO 1,00E-79
probable fragment
. REFSEQ-
AAEL003297-PA -
membrane-bound alkaline phosphatase st INVERTEBRATE 0
AAEL008736-PB RNA polymerase Il transcriptional coactivator tm SWISSP 3,00E-21
AGAP004657-PA - protein channel - integral component of
AAEL015575-PA mitochondrial inner membrane - protein import into tr GO 2,00E-80
mitochondrial matrix - mitochondrial
REFSEQ-
AAELO09441-PA -
AAELO09441-PA uc INVERTEBRATE 0
REFSEQ-
AAEL012372-PB -
AAEL012372-PB uc INVERTEBRATE 0
REFSEQ-
AAEL009253-PA -
AAELO09253-PA uc INVERTEBRATE 0
REFSEQ-
AAELO08778-PA -
AAELO08778-PA uc INVERTEBRATE 0
REFSEQ-
AAEL008922-PA -
AAEL008922-PB uc INVERTEBRATE 0

Legenda como na Tabela E1.
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Tabela E4. Anotacdo funcional dos genes de Crato DE em

resposta a selecdo com o OP malathion e a adaptacdo a

criacdo em laboratério (Efeitos duplos: declinios de expresséo,

sendo mais marcado nas amostras controle)

Seq name pep name class database e-value
AAEL006824-PA Cytochrome P450-4gl - lipid metabolic process - detox/ox GO 0
oxidoreductase
AAEL015116-PA Prophenoloxidase 1 - sleep - defense response to Gram- imm GO 0
positive bacterium - dopamine metabolic process -
dopamine monooxygenase - L-DOPA
AAELO09875-PA - Alanine aminotransferase met/aa KOG 0
AAEL012027-PA Lipid storage droplets surface-binding protein 2 - met/lipd SWISSP 1,00E-37
probable fragment
AAEL003622-PB Fatty acid desaturase met/lipd KOG 5,00E-63
AAEL006966-PE lipase - lipid catabolic process - carboxylic ester met/lipd GO 2,00E-40
hydrolase - cellular_component
Protein Wnt - cell fate commitment - neuron
AAEL010740-PA  differentiation - Wnt signaling pathway - extracellular  pe GO 0
space - frizzled binding
. REFSEQ-
AAEL006373-PA
serine protease htra2 pm/protease INVERTEBRATE 0
AAELO01947-PA Biogenesis of lysosome-related organelles complex 1 pm/protease  SWISSP 2,00E-23
subunit 2 - probable fragment
AAELO15412-PA pm/protease FI\IIE\I;EE%BRATE 4,00E-49
zinc metalloproteinase nas-4 - probable fragment
AAEL000115-PB ps GO 8,00E-65
AGAP001656-PA - UTP-C complex - CURI complex - rRNA
processing - ribosomal small subunit assembly
insulin-lik th factor 2b - ext lul ion -
AAELO04547-PA insulin-like grow. ac qr ex r.ace ular region ot GO 0,00000003
hormone - somitogenesis - forebrain development -
growth factor - extracellular space
AAEL009773-PB geminin - negative regulation of epidermal growth st GO 4,00E-26
factor receptor signaling pathway - regulation of
syncytial blastoderm mitotic cell cycle -
AAELO05312-PF Misexpression suppressor of KSR 4 - cellular_component ¢ GO 8,00E-32
- molecular_function - positive regulation of Ras protein
signal transduction - probable fragment
AAEL013983-PA Hexamerin-1.1 storage/ SWISSP 0
AAEL013990-PA Hexamerin-1.1 storage/ SWISSP 0
AAEL015099-PH tf KOG 5,00E-89

Zn-finger transcription factor
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negative regulation of transcription from RNA
AAEL014014-PA polymerase Il promoter - transcription corepressor - tm GO 3,00E-38
cytoplasm
AAEL018019-PA RNA export factor NXT1 tm KOG 8,00E-23
AAELO12900-PA Transcription factor B5 - nucleus - nucleotide-excision tm GO 2,00E-20
repair - transcriptional open complex formation at RNA
polymerase Il promoter - transcription
AAELO15645-PA tm REFSEQ- 2,00E-97
multiple RNA-binding domain-containing protein 1 INVERTEBRATE
AAELD13146-PA AGAP006609-PA - organic cation transmembrane tr GO 0
transporter - integral component of plasma membrane -
probable fragment
AAEL013411-PA uc REFSEQ- 0
AAELO13411-PA INVERTEBRATE
REFSEQ-
AAEL017144-PA 2,00E-61
AAEL017144-PA ue INVERTEBRATE ~ *’
REFSEQ-
AAEL012970-PA 2,00E-
AAELO012970-PA ue INVERTEBRATE /00E-83
REFSEQ-
AAEL003667-PA
AAELO03667-PB ue INVERTEBRATE 0
REFSEQ-
AAEL002920-PA 2,00E-47
AAEL002920-PA ue INVERTEBRATE ~ *’
AAEL009177-PB uc REFSEQ- 0
AAELO09177-PB INVERTEBRATE
REFSEQ-
AAEL017253-PF
AAEL017253-PG ue INVERTEBRATE  °
REFSEQ-
AAEL006600-PD uc 0
AAELO06600-PD INVERTEBRATE
AAEL007714-PA uc REFSEQ- 0
AAELO07714-PA INVERTEBRATE
REFSEQ-
AAEL008457-PA
AAEL008457-PA ue INVERTEBRATE  ©
REFSEQ-
AAEL009717-PA uc 0
AAELO09717-PA INVERTEBRATE
AAEL014196-PA uc REFSEQ- 7,00E-61
AAEL014196-PA INVERTEBRATE
AAELOT7253-PH  Uncharacterized conserved protein uc KOG 0,000000002
AAELO06935-PA uk

Unknown product

Legenda como na Tabela E1.
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Tabela E5. Anotacdo funcional dos genes de Crato DE em

resposta a adaptacdo a criacdo em laboratério, com reversao

do padrao de expressao pela selecdo com o malathion

Seq name pep name class database e-value
AAEL000461-PA integral component of membrane - cytoplasmic microtubule cs GO 4,00E-24
AAEL014604-PA Cytochrome P450 CYP4/CYP19/CYP26 subfamilies detox KOG 3,00E-69
AAELO00496-PA Peroxidase/oxygenase detox/ox KOG 3,00E-32
AAEL003857-PA Defensin-A imm SWISSP 1,00E-50

Predicted protein - nuclear pore cytoplasmic filaments -
AAEL000304-PB telomere tethering at nuclear periphery - structural constituent ne GO 0,0000008
of nuclear pore - nuclear
Golgi microtubule-associated protein - Golgi membrane - Rab
AAEL002774-PA GTPase binding - Golgi cis cisterna - vesicle-mediated transport-  pe GO 1,00E-99
Golgi organization - - probable fragment
AGAP001030-PA - vesicle docking - SNARE complex - integral
AAEL009458-PB component of membrane - endomembrane system - vesicle pe GO 0
fusion - intracellular protein
AAEL003215-PA Heat shock factor binding protein pm KOG 5,00E-22
AAELO12798-PA  Trypsin - probable fragment pm/ KOG 1,00E-32
protease
AGAP010252-PA - large ribosomal subunit rRNA binding -
AAEL013583-PA cytosolic large ribosomal subunit - structural constituent of ps GO 1,00E-75
ribosome
. . . . REFSEQ-
AAEL006600-PA -
Juvenile hormone-inducible protein st INVERTEBRATE
AAEL009743-PA Transcription factor zerknullt - probable fragment tf KOG 3,00E-19
AAEL015099-PB Zn-finger transcription factor tf KOG 3,00E-90
AAELO00005-PB C2H2-type Zn-finger protein - probable fragment tm KOG 3,00E-26
AAEL001125-PA RNA export factor NXT1 - probable fragment tm KOG 8,00E-18
AAELO02863-PA metal ion binding - regulation of transcription - probable tm GO 1,00E-56
fragment
AAEL008114-PA RNA export factor NXT1 tm KOG 2,00E-28
AAEL014964-PA Predicted RNA-binding protein - probable fragment tm KOG 5,00E-51
AAEL000983-PC Adaptor Protein complex 1 tr GO 8,00E-75
Acyl carrier protein/NADH-ubiquinone oxidoreductase
AAEL011689-PB _
NDUFAB1/SDAP subunit tr KOG 1,008-33
AAEL014500-PA Amino acid transporters - probable fragment tr KOG 0
REFSEQ-
AAEL0O00473-PA -
AAELO00473-PA uc INVERTEBRATE
REFSEQ-
AAELO05087-PA -
AAELO05087-PA uc INVERTEBRATE
REFSEQ-
AAELO06896-PA - -
AAELO06896-PA uc INVERTEBRATE 1,00E-95
REFSEQ-
AAEL008552-PA - -
AAELO08554-PA uc INVERTEBRATE 7,00E-47
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REFSEQ-

AAEL012574-PA AAEL012574-PA uc INVERTEBRATE 7,00E-52
AAELO13437-PA  AAEL013437-PA uc IRI\IIE\I;EETlEBR Ap  000E-62
AAEL015153-PA AAEL013443-PA uc IR'\:E\I;:E%;BRATE 1,00E-65
AAELO18003-PA AAELO08130-PA uc IRI\IIE\I;:E%;BRATE 3,00E-25
AAELO00096-PA  AAELO00096-PA uc IRI\IIE\I;EETlEBR ATe 2/00E-74

AAEL015547-PA

Unknown product

uk

Legenda como na Tabela E1.
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