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Resumo

O monitoramento da resisténcia de populacdes do carrapato dos bovirreeasuimicas
em uso tem se limitado ao perfil fenotipico, havendo escassezgdéra® abordando perfil
genotipico da resisténcia para carrapaticidas no Brasil.nRgrta presente trabalho teve como
objetivo efetuar a caracterizacdo molecular e tracar gerfiético da resisténcia de populacdes de
Rhipicephalus micropluaos grupos quimicos dos organofosforados e piretroides. Para tal, fora
genotipadas larvas constituintes de 893 populacbes (587 para piret®id886 para
organofosforados) do carrapato dos bovinos, utilizando a técnica de Reac&adeia da
Polimerase. Foi constatado que 75,49 e 97,44% das amostras processsgasaapm resisténcia
para organofosforados e piretroides, respectivamente. Entre as pepulegiStentes a piretroides,
verificou-se que 91,9% sao heterozigotas, evidenciando que a maior dpartpopulacdes
resistentes apresenta apenas um alelo responsavel pela riesisigsim, € possivel concluir que as
populacdes genotipadas provenientes do estado de Minas Gerais, apreskotaggrau de
resisténcia aos organofosforados e principalmente aos piretroidess B$ormacbes sédo
fundamentais para melhor compreensdo dos mecanismos de resistériRi microplus aos

carrapaticidas, o que pode contribuir para aprimorar técnicas de controle.

Palavras chave DNA, Rhipicephalus microplusensibilidade.
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Abstract

The monitoring of the resistance of cattle tick populations in Brazhe chemical bases in
use is largely limited to investigation of the phenotypic profileere are few studies investigating
the role played by the genotypic profile in acaricide resistanttee country. Therefore, the aim of
the present study was to carry out molecular characterizatibrirace out the genetic profile of
populations ofRhipicephalus microplusvith respect to resistance to the organophosphate and
pyrethroid chemical groups. For that purpose, were genotyped larvagibglém 893 populations
(587 for pyrethroids and 306 for organophosphates), using the polymeraseecttéion technique.
It was found that 75.49% and 97.44% of the samples studied showed oesistarthe
organophosphates and pyrethroids, respectively. Among the populationantegispyrethroids,
91.9% were heterozygotes, showing that most of the resistant populativasonly one allele
responsible for resistance. Therefore, it is possible to concludthéhgenotyped populations have
high resistance to organophosphates, and even more so to pyrethroidsnfdimetion are
fundamental to understanding the mechanisms of resistarRRe rafcroplusto acaricides, which

can help to improve control techniques.

Key words: DNA, Rhipicephalus microplusensibility.
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1 Introducéo

Rhipicephalus (Boophilus) micropl¢€anestrini, 1888) (Acari: Ixodidae) é um
ectoparasito de bovinos de grande importancia nos paises tropicaisefginia
espoliacdo sanguinea e atua na transmissao de patdégenos, o que ledasa pe
significativas nos sistemas de producéo de carne e leite, genam@mto nos custos de
producdo. De acordo com dados do Ministério da Agricultura, os prepgaaémicos
no Brasil chegam a dois bilhdes de ddlares anuais (Grisi et al.,. 2062no nao
havendo registros especificos para cada estado brasileiro, poderseque a maior
parte dos prejuizos esteja relacionada ao estado de Minas Glendidp a sua
expressividade na cadeia produtiva do leite (Yamaguchi et al., 2006)yemmgue
bovinos leiteiros sdo os mais susceptiveis ao parasitismo pelo carrapato dos bovinos.

Dos fatores determinantes relatados, o Unico que pode ter a infldéetéado
homem, seja agravando, seja amenizando o problema, é o procedimento de.dOmbat
historico desta a¢do no Brasil e no mundo, no entanto, ndo é dos mais asmador
pouca preocupacao no uso correto das poucas bases quimicas disponivesg, emmue
feito nas uUltimas décadas € a pratica do uso indiscriminado e inddetpgprincipios
ativos de cada grupo quimico, que tém se tornado ineficazes devidecaose
proliferacédo de populacbes de carrapatos resistentes. Assiraulocom 0S arsenicais
no Brasil na década de 40 e em seguida com os organocloradosltpodey 1950
(Nolan e Roulston, 1979). Dos grupos quimicos atualmente em uso, foraimackrs
casos de resisténcia aos organofosforados na década de 70 e ass ampilie@oides
nos anos 80 (Nolan, 1990), sendo este ultimo grupo considerado totalmenée ieefic
formulacdes isoladas no combate ao carrapato dos bovinos no Brasileapasos de
monitoramento da resisténcia (Furlong et al., 2007). Atualmente nd@® é&ncontrar
populacdes de carrapatos com um complexo de resisténcia a orgaaciosf
amidinicos e piretroides no Brasil e no mundo (Martins et al., 198%jdRiez Vivas et
al., 2006; Furlong et al., 2007; Thullner et al., 2007).

Enquanto estratégias alternativas como a utilizacdo de vadioseiapicos e
controladores bioldgicos ainda estdo em fase de estudo e aprentmam controle
desse artropode vem sendo realizado com a utilizagdo de compostas|yfpilva,
2008). No entanto, nem sempre o resultado esperado tem sido alcancadougmis 0
continuo e em muitas vezes de forma inadequada desses composiesaona

selecéo de carrapatos resistentes (Gomes et al., 2011).
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Diante deste problema, no ano de 1997 a Embrapa Gado de Leite implement
teste de eficacia de carrapaticidas, para determinacdo aflutepradequado para
aplicacdo em cada propriedade a partir de amostras de casrapatiadas pelos
produtores. Esse bioensaio é fundamentado na imersdo de fémeastatasirg
(Drummond et al., 1973), que fornece informacdes fenotipicas sobre o grau de
resisténcia de diferentes populagcdes do carrapato (Furlohg20G¥), sem entretanto,
elucidar as origens genotipicas de tal resisténcia. Outradifini se refere ao periodo
necessario para a realizagdo do teste, 35 dias, 0 que ndo condizucgém@a do
produtor em obter a orientacdo necessdria para a implementacdo dentrole
eficiente.

Na busca de melhor compreenséo sobre 0s mecanismos da resipEsguisas
tém enfocado avaliagBes sobre mutacdes de ponto, modificacdo de sitios-alent® aum
da detoxificacdo metabdlica por esterases, oxidases e gluttidremsferases (GSTS)
(Soderlund e Lee, 2001; Hemingway et al., 2002; Hernandez et al., 2002eBaiffi
2007).

As esterases estdo envolvidas na via metabdlica responséavel tpelficdeéo
de organofosforados. Estes compostos bloqueiam estas vias fosforilaesterases.
Baxter e Barker (1998) relacionaram a resisténcia de linhagensarrapatos da
Australia com mutacdes presentes no gene da acetilcolinesie(A€hE 1). Em outro
trabalho, também, foi identificado que linhagens de carrapato meximEsisentes a
piretroides apresentavam um alto nivel de atividade da enzima icasberase (Jamroz
et al. 2000).

As GSTs sdo uma familia de enzimas envolvidas em transpaligestdo
intracelular, sintese de prostaglandinas e detoxificacdo dpostws toxicos gerados
nas reacdes de estresse oxidativo (Lee et al., 2002; Rosa 2002, Enayati et al.,
2005).

Assim, com intuito de agregar mais informacdes ao conhecimenendméno
da resisténcia, o presente trabalho foi elaborado, com o objetivagde tm perfil
genotipico da resisténcia de populacdes do carrapato dos bovinosraideset

organofosforados.
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2 Material e Métodos

Foram utilizadas larvas d&. microplusprovenientes de fémeas ingurgitadas de

893 propriedades rurais do Estado de Minas Gerais (587 para pieteodfs para
organofosforados), constituintes do grupo controle de cada teste de imersdo (Drummond
et al., 1973) realizados entre 2005 e 2009 no Laboratério de Parasittdograbrapa

Gado de Leite, Juiz de Fora (MG) a partir de amostras enviadasgaitores. Apos a
leitura da eclosdo das larvas do grupo controle, as mesmas fayadicamadas em
microtubos previamente identificados e mantidas em freezer copetatura —80°C,

até o momento de serem transferidas para o Laboratdrio de Geviétaeular Dr.

Mario Luiz Martinez para andlise da caracterizagdo molecdé resisténcia a

organofosforados e piretroides.

2.1 Teste de Imersédo

No Laboratério de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, apatrs serdo
registrados, lavados em agua corrente e secos em papel absdsenteostras foram
submetidas ao teste de sensibilidade dos carrapatos aos cEdapatiu teste de
imersao de fémeas ingurgitadas, segundo metodologia preconizadaupondhd et
al. (1973). A ultima etapa do teste de imersdo consiste na avatlacdercentual de
eclosdo larval, um dos parametros empregados para calculo daaeficagrodutos
avaliados. Apés esta avaliacdo, normalmente as larvas sdficadas em estufa a
150°C e descartadas. Para o presente estudo, no entanto, as larvas constituintes do grupo
controle de cada amostra analisada fordo armazenadas em fee86fC para a

realizacdo das analises biomoleculares.

2.2 Extracao do DNA das larvas

O DNA foi extraido das larvas individualmente conforme Sheppat €t992)
modificado. Para tal, uma larva de cada populacdo foi colocada emianotuivo e
macerada em 300 de Tampao dé&rinding (10 mM Tris-HCI, 60 mM NaCl, 30 mM
sacarose, 10 mM EDTA). Acrescentou-se 300de Tampéo de Lise (300 mM Tris-
HCIl, 40 mM SDS, 20 mM EDTA) e as amostras foram incubadas lwopge 15
minutos. Decorrido este tempo, foram acrescentadisde Proteinase K (20g/uL) e

as amostras foram incubadas a 56°C por 1 hora. Em seguida, aoeseeBOQL de
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fenol e 30QuL de cloroférmio: isoamil (24:1) misturou-se por pipetagem e cagti-
se por 5 min a 17.000 x g.

A fase superior foi transferida para um novo microtubo e foragseentados
600 uL de cloroférmio: isoamil (24:1) e novamente misturados por pipetagem. N
sequéncia as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 17.008 fageesuperior
foram transferidas para um novo microtubo. Acrescentaram-se entdod#NaCl 5
M e 1000uL de etanol para a precipitacdo do DNA e as amostras fatroadas a -
20°C overnight O passo seguinte foi lavar peletecom 100 pL de etanol 70% e
centrifugar os microtubos a 17000 x g por 5 min. Descartado o sobnéxaoks tubos
foram abertos e colocados deitados em superficie estéril por rB@ ri@mperatura
ambiente. O Ultimo passo consistiu em ressuspendeelete em 20 uL de agua
ultrapura.

Apés a extracdo foram realizadas a quantificacdo e a gd@lda qualidade das
amostras por meio de espectrofotometria (Nanodrop®1000 Technologiesnytin,
DE, USA). Os parametros para avaliacdo da qualidade da amtbksados foram a
concentracdo (ng/pL) e pureza da amostra, denomingggesdicujo valor ideal é 1,8. A
comprovacdo desta avaliacdo foi realizada por meio da técniP&LRe(polymerase

chain reaction).

2.2.1 Reagéo de PCR e eletroforese para caracterizagdo molecular

Para reacdo de PCR foi realizado um teste para veéifiai condicdo Otima de
amplificacdo de cada marcador, sendo verificadas temperdiranelamento e
concentracdo de magnésio. As amostras foram amplificadas ruxidador GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems), de acordo com as condi¢coeffiespalos
pares de primers utilizados para avaliagdo da resisténcipiredroides e

organofosforados.

2.2.2 PCR para piretroides:

Para obtencdo do genotipo da resisténcia e suscetibilidade dadamarapato
dos bovinos ao grupo quimico dos piretroides foram utilizados dois prioveasd:
FG222: 5-TTATCTTCGGCTCCTTCA-3 e FG221: 5 - TTATCTTCGGCTCQTCT-

3 e um primer reverse comum para o0s dois FG227: 5'-
TTGTTCATTGAAATTGTCGA-3’, descritos por Guerrero et al. (2001)réPa reacéo
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de PCR foram utilizados 20 ng de DNA, 1,0 pm de gaitaer e 1X deGoTafGreen
Master Mix (Promega) em um volume final de 25 pl. A reacdo de PCR condeéstiu
desnaturacao prévia a 95°C por 5 min, seguida de 10 ciclos com desa@taros5°C
por 1 min, anelamento a 65°C por 1 min (com decréscimo de 1°C por ciclo) e extensédo a
72°C por 1 min, seguido de 30 ciclos com desnaturacdo a 95°C por 1 namearie a
55°C por 1 min e extensao a 72°C por 1 min e extensao final a 72°C por 7mim.

Em seguida as amostras foram submetidas a eletroforesd deagmrose a 3%,
corado com brometo de etidio. O gel foi revelado em fotodocumentada Egalll
(Stratagene) para identificagao das bandas.

2.2.3 PCR para organofosforados:

Para determinacdo da resisténcia e suscetibilidade ao grupocaudos
organofosforados em larvas do carrapato dos bovinos foi utilizado o pamuaspr
GS138B 5- GCATCGACCTCTCGTCCAAC - 3 e GS139R 5 -
GTCGGCATACTTGTCTTCGATG - 3’, descrito por Hernandez et al (2002).

Para a reacao de PCR foram utilizados 20 ng de DNA, 0,5 pnddercaer e
1X de GoTad’Green Master MixPromega) em um volume final de 25 pL. A PCR
consistiu de uma desnaturacao prévia de 95°C por 5 min, seguida poo&@lei95°C
por 1 min, 65°C por 1 min com decréscimo de 1°C por ciclo e 72°C por 1 mingeeg
de 30 ciclos de 95°C por 1 min, 60°C por 1 min e 72°C por 1 min com um periodo de
extensao final de 72°C por 7 min.

O produto da PCR foi digerido com a enzima de restig@R| a 37°C por 3
horas e submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,8%, corastduedo de
brometo de etidio. O gel foi revelado em fotodocumentador Eagle E$trdtagene)

para identificacdo das bandas.

2.3 Analise Estatistica:

Os valores obtidos em porcentagem foram transformados em arcosenédge
médias referentes ao percentual de resisténcia e susdatibifpara organofosforados e
piretroides foram comparadas por teste de Anova e Tukey a nivsignifecancia de
5%.
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3 Resultados e Discussao

No gel apresentado no fotografial podem ser identificadas trés banelase
referem aos alelos relacionados a resisténcia a organaids$oiO fragmento de 372pb
que caracteriza o alelo A (sensivel), os fragmentos de 300pb e 72dktguainam o
alelo B (resistente) e a presenca dos trés fragmentos de 372¢ J@pb que

caracterizam o genotipo AB (resisténcia moderada).

372pb >

300pb

72pb
P

Fotografial: Produtos da PCR ap0ds digestédo ¢&roRl, em larvas d&. (B.) microplusaplicados em gel de
agarose corado em brometo de etidio mostrand@e$raigmentos de 372, 300 e 72pb, que conferem

resisténcia/suscetibilidade ao grupo quimico dos.OP

Os resultados encontrados revelam diferencas significativas (p<énde o
percentual médio de larvas suscetiveis (27,3%) e resistentes (7232%0)
organofosforados (tabela 1), podendo estas ser homo ou heterozigotas eragagaey
codifica aCaE A partir da analise destes resultados constata-se que @situaqnda
mais grave do que se conhecia até entdo, pois o perfil determinadoapealeses
fenotipicas dessas mesmas populacdes evidenciaram niveis de 40,66 e 59a34% pa
resisténcia e suscetibilidade a organofosforados, respectivamiemdeas semelhante
foi encontrada por Baffi et al. (2007) com populacdes de carrapatasmdasi de
Uberlandia MG, com perfis genotipicos de 23 e 77% e correspondentdpifesotie
50,77 e 49,33% para, respectivamente, sensibilidade e resisténciacasfyaados. A
explicacéo para a aparente discrepancia entre perfis genoggmostipicos em ambos
0s experimentos pode estar relacionada ao fenbmeno de semidomisagtiado
Klafke (2008) a resisténcia a organofosforados normalmente é dedempor um
anico gene semidominante. Como consequéncia, o0s individuos heterozigotos
manifestam a resisténcia, porém em menor grau que 0s homoziggigientes. Tais

diferencas podem ser devidas, ainda, a ocorréncia de mutacdes isrdifecantes dos
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que foram avaliados nos respectivos experimentos. De qualquer fmnfema-se,
pelos resultados apresentados, a intensa pressédo de selecdoreda fi@gisténcia a
organofosforados, grupo quimico dos mais antigos utilizados no controR. de
microplus no Brasil e um dos mais utilizados na composicdo dos carrapsaticida
disponiveis na atualidade, seja em formulacdes simples, sejseoaedo com outros
grupos quimicos (Gomes et al., 2011).

O fragmento de 68pb amplificado com o par de primers FG221/FG22Tecaiac
a suscetibilidade (alelo A) a piretroides e o fragmento amplificado de 68pb corde par
primers FG222/FG227 caracteriza a resisténcia (alelo B)présenca dos dois
fragmentos (AB) remete a uma resisténcia moderada (fotdrafias larvas ao

composto quimico.

FG221/FG227

68pb’

FG222/FG227

68plF

Fotografia2: Produtos da PCR apés digestdo d&ouoRl, em larvas d&. (B.) microplusaplicados em gel de
agarose corado em brometo de etidio mostrandois$rdgmentos de 68pbque confere suscetibilidade e o

fragmento 68pbque confere resisténcia ao grupo quimico dos Pls.

Diferencas significativas também foram constatadas (p<0,0%) emqtercentual
médio de larvas resistentes (99,3%) (AB ou BB) e suscetiveis (Q(&29) aos
piretroides (Tabela 1), sendo que 92,9% das larvas resistentesderdificadas como
heterozigotas (AB) e 6,4% como homozigotas (BB). Através destekados constata-
se que a maioria das populagdes resistentes aos piretroidesntpegenas um alelo
responsavel por essa resisténcia, informacéo de extrema redeyansipode significar
a possibilidade de reversdo da resisténcia a este grupo quimicexgmoplo, por
introducdo de individuos sensiveis na populagdo, estimulando a realizag&imates
para viabilizacdo desse processo.
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Tabela 1. Numero de populagdes de carrapatos dos bovino®tigadas e percentual de

resisténcia/suscetibilidade por ano e por baseigaim

o Piretroide Organofosforado
Base quimica
Resistente Susceptivel Resistente Susceptivel
N % N % N % N %
2005 63 100,0 0 0,0 61 80,3 1519,7
2006 _ _ _ _ 12 75,0 12 25,0
2007 46 100,0 0 0,0 101 74,3 3525,7
2008 38 100,0 0 0,0 10 55,6 844,4
2009 425 97,4 15 2,6 47 78,3 3 1217
WMédia (%) +
99,341,3 0,7+1,5 72,5+8,8 27,3+8,8

Desvipad

Médias comparadas por teste de Anova e Tukey eml div significancia de 5%. Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre percentuakdscetibilidade e resisténcia no grupo quimico.
Wcomparacdo entre as médias dos percentuais déénesase suscetibilidade nos grupos quimicos
piretroide e organofosforado.

_ - Testes ndo realizados.

No caso dos piretroides, a comparacéo entre resultados genotifaoosigicos,
neste ultimo, tendo sido evidenciado perfil de 100% de resisténcia, deamonstr
correspondéncia de resultados e confirma o grave quadro deenesisto que
representa, na pratica, total ineficiéncia de formulacdeplesirde piretroides para
controle do carrapato dos bovinos, conforme ja registrado por Gomeg2414l). O
perfil fenotipico de alta resisténcia a esse grupo quimico taninéabservado por
Mendes et al. (2011), que constataram 82,6% de resisténcia aetipeara 86,36% a
deltametrina. Além disso, 50% das 24 populacbes testadas por esse=s aut
apresentaram resisténcia aos dois grupos estudados, piretroidganefasforados,
demonstrando resisténcia generalizada as bases quimicas dispdrivgiesquisas
efetuadas em outras regides, embora também tenham sido verifadtdosiveis de
resisténcia a piretroides (Guerrero et al.,, 2002; Hernandez.,eR08l2), ndo foi
evidenciado o quadro de extrema gravidade conforme o diagnosticado entc@epula
brasileiras do carrapato dos bovinos.

Em estudo conduzido por Guerrero et al. (2001), foram analisadas 11 populacdes

oriundas do México e do Texas, destas, quatro foram caracterizadasresistentes
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aos piretroides, resultado diferente do encontrado no presente estudo, @majoga

das larvas genotipadas foram diagnosticadas como resistentéerefca observada
pode ter ocorrido devido a complexidade com que se da a resisténsianpoive

diversas enzimas e rotas metabdlicas, por isso é provavel qusodiveitros genes
desempenhem importantes papéis no perfil global da resisténcia. disso, sdo
populacdes oriundas de diferentes paises e com realidades difeemidesgue o perfil
da resisténcia encontrada no Brasil em especial no Estado inbs Nberais €
preocupante, sendo necessario um trabalho de controle mais severo.

Segundo Mendes et al. (2011), os maiores agravantes para 0 aumento da
resisténcia estéo relacionados com a escolha do produto cardap®ara 85,8% dos
produtores enfocados, a determinacdo se faz através de indich@®8%; nao tém
critério de escolha e apenas 3,4% utilizam o resultado dos testes de.imerséo

A partir dos resultados obtidos no presente estudo alerta-se pacassidade
de estabelecimento de programas de orientacdo de produtores pasgiasal dos
carrapaticidas disponiveis, objetivando controle eficiente e retardardo processo de
resisténcia, preservando-se, desta forma, as poucas bases gjudisiganiveis,
garantindo assim, mais saude dos animais e, consequentemente, dosdoasuios
produtos agropecuarios. Tais fatores também irdo contribuir pargdcede custos de
producao e riscos de contaminacdo do ambiente.

Além disso, estimula-se a realizacdo de estudos direcionadokil&Zzag@o do
processo de reversdo da resisténcia a piretroides e aindehér rm@mnpreensao de
processos relacionados a resisténcia a organofosforados, como o fen@eneno

semidominancia.
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