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RESUMO GERAL

O carrapato bovino (Boophilus microplus) € um dos ectoparasitos mais
importantes para a agropecuaria brasileira e demais regides tropicais e
subtropicais, sendo responsavel por perdas econdmicas significativas. Estima-
se que este parasita cause 65% de prejuizos diretos e 35% de prejuizos
indiretos & bovinocultura, gerando perdas na produg&o de leite, natalidade,
ganho de peso, aumento da mortalidade e consumo de carrapaticidas, além
dos prejujgos causados & industria do couro. Dentre os varios métodos de
controle, destaca-se o uso de carrapaticidas a base de piretroides que exercem
um efeito neurotdxico no canal de sodio do parasita promovendo de forma
gradual sua inativaggo. Algumas mutacdes no gene do canal de sddio de
telebgenas desse carrapato tém sido descritas conferindo sitios de
insensibilidade ao efeito neurotéxico dos piretroides. A resisténcia a este grupo
de carrapaticidas pode ser também mediada por esterases como a
acetilcolinesterase  (AchE), na qual altos niveis de resisténcia foram
evidenciados pela combinagao de varias mutagoes no sitio ativo desta enzima.
Testes com inibidores para esterase indicaram a presenga de uma esterase,
nesta populacédo de B microplus, pertencente ao grupo das AchE, associada a
resisténcia a cipermetrina (piretroide). Dados preliminares com Single strand
conformation polymorfnism (LIS-SSCP) mostraram uma diferenca na migracéo
de fragmentos de 337pb do dominio HlISg do canal de sodio de teledgenas
sensiveis e resistentes. Um novo meétodo para detecgao de mutagbes em
produtos génicos, chamado de LSART (RT-PCR assimétrico de baixa
estringéncia), foi realizado. Dados obtidos por LSART, também sugeriram a

presenca de outras mutacoes no canal de sodio de teledgenas de B. microplus



por meio detecgdo de bandas polimérficas, quando comparadas teledginas
resistentes e sensiveis & cipermetrina, numa populagdo de carrapatos de
Uberlandia, Minas Gerais.

Palavras-chave: Boophilus microplus, cipermetrina, canal de sédio, esterase,

RT-PCR, LIS-SSCP, RT-PCR assimétrico.



INTRODUGCAO GERAL
O carrapato Boophilus microplus & um carrapato importante para a
pecudria bovina brasileira e demais regides tropicais e subtropicais. Originario

da Asia esta presente entre 0S paralelos 32° N e 32° S, area de grandes

rebanhos bovinos comerciais nas Américas, Africa, Asia e Austrdlia

(GONZALES, 1975). De acordo com Cordoves (1997), o Brasil &€ um pais com

caracteristicas climaticas que favorecem a sobrevivéncia e o desenvolvimento

do Boophilus microplus na maioria dos meses do ano. Além disso, este

carrapato esta presente em todos os estados. Deve-se destacar que no Brasil,

encontramos uma grande variacdo climatica. No Sudeste e Centro-Oeste
desenvolvem-se quatro geragoes anuais do parasito, e na regido Sul ocorrem
de duas a trés geragoes. Além disso, os diferentes métodos de criagdo
encontrados no Brasil e as diferentes racas, contribuem para impedir a

utilizagio de um método de controle padr&o.

Este carrapato provoca prejuizos diretos e indiretos ao: bovinos, pela
diminuicdo na produgao de leite e carne, danos ao couro e transmissdo dos

protozoarios Babesia povis, B. bigemina € da rickettsia Anaplasma marginale,
causando o quadro clinico conhecido como tristeza parasitaria bovina. O
agravamento desse guadro é observado com a introdugdo de racas bovinas
européias e o aumento da resisténcia aos carrapaticidas comerciais, resultando

ONGEJAN & UILENBERG, 1994; DE

na selegéo de populagdes resistentes (J

CASTRO, 1997).
diz que esta especie afeta economicamente a

Horn (1987),
bovinocultura ocasionando um custo anual bastante expressivo na pecudria
sul-americana. Além das caracteristicas climaticas, as forrageiras comumente
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encontradas nos tropicos, possuem grande produtividade por hectare, folhas
largas e uma rapida propagacgéo, favorecendo o desenvolvimento da fase de
vida livre deste carrapato. A importancia econdmica deste parasita é tao grande
que chega & comprometer o desenvolvimento da pecudria nestas regides
(HORN, 1987; CORDOVES, 1997).

O ciclo biologico do B. microplus, diferentemente de outros carrapatos, é
completado pela passagem em apenas um hospedeiro. Apés desprender-se do
bovino, a fémea ingurgitada procura um local protegido da luz solar direta para
realizar a postura, que pode durar de uma semana a varios méses,
dependendo das condigdes ambientais como temperatura e umidade. Uma vez
completada a postura a fémea morre. Quando eclode, a larva é extremamente
ativa e migra por geotropismo negativo para as extremidades das folhas do
pasto, procurando o hospedeiro. Ao entrar em contato com o bovino, a larva
dirige-se para regiées corporais mais propicias ao seu desenvolvimento como a
parte posterior das coxas, regioes perineal, perianal e perivulvar € a face
interna das orelhas. Apds fixacdo, a larva alimenta-se inicialmente de linfa
realizando ecdise para ninfa em cerca de sete dias. O periodo de ninfa
prolonga-se por outros sete dias e apds nova ecdise ocorre a diferenciacéo
sexual. No estagio adulto, a fémea inicia o repasto sanguineo, realiza a copula
e aumenta o volume sanguineo ingurgitado até que a fémea totalmente
ingurgitada cai ao solo. O ciclo de vida parasitério dura em média 21 dias. O

macho permanece no bovino, sobrevivendo um tempo até duas vezes maior do

que as fémeas (CORDOVES, 1997).
A questao da raca & muito importante, pois sabe-se que a resisténcia ao

parasito aumenta com O maior porcentagem de genes do Bos indicus, no



rebanho e o oposto é observado com a introdugéo de ragas bovinas européias.
A resisténcia de carrapatos a carrapaticidas € um fenémeno complexo e ainda

pouco compreendido. Diferentes mecanismos de defesa, incluindo a

autolimpeza, caracteristicas da pele, coloracdo da pelagem, caracteristicas do
pélo e respostas imunolégicas mais especificas estéo envolvidos na reducéo
do nUmero de carrapatos que parasitam o bovino. Também a influéncia de
fatores, tais como idade, sexo, estag&o do ano, tipo de pastagens, entre outros,

devem ser levados em consideracdo (ANDRADE, 1996).

Varios pesquisadores concluiram que na implementagdo de mecanismo
estratégico de controle ao carrapato, deve-se levar em consideracdo as
condigbes climaticas, as caracteristicas genéticas e o tipo de manejo de cada
regido (CORDOVES, 1997).

O controle deste parasita tem sido feito, principaimente, com o uso de
carrapaticidas (DE LA FUENTE et a/, 2000). Banhos s&o realizados apés a
visualizacdo de carrapatos adultos, o que eleva o ndmero de banhos anuais,
causa o desenvolvimento de cepas de carrapatos resistentes, predispde aos
riscos de contaminacdo ambiental e causa aumento significativo dos custos de
producdo. A introduc&o destas drogas, que permitiram o controle do carrapato,
foi um dos fatores preponderantes no desenvolvimento da pecudria em varias
regides (DE CASTRO & NEWSON, 1993). No entanto, o uso destes produtos
quimicos tém aumentado cada vez mais, muitas vezes de forma indiscriminada
e sem acompanhamento técnico, promovendo uma selegéo de carrapatos
resistentes aos diferentes principios ativos utilizados nos pesticidas. Os
produtos que ja foram utilizados incluem derivados arsenicais, organoclorados,

organofosforados, carbamatos, amidinas e piretroides sintéticos. Em média, os

e
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diferentes principios ativos utilizados para controlar o carrapato apresentaram
uma vida util de pouco mais de uma década, quando Qquase a totalidade das
populagbes de carrapatos presentes no campo apresentava resisténcia a droga
utilizada. O interesse no desenvolvimento de outras formas de controle do
Carrapato decorre do fato de que o controle quimico mostra-se cada vez mais
inviavel economicamente. Os custos crescentes para desenvolver novas
drogas e o curto periodo de vida Util que elas apresentam estao tornando-se
incompativeis com o prego que o criador pode pagar sem que a producéo deixe
de ser rentavel (FRISCH, 1999, DE CASTRO & NEWSON, 1993; KAY &
KEMP, 1994). Outro fator importante que impGe a procura de novos métodos
de controle é a crescente exigéncia do mercado consumidor por alimentos com
niveis cada vez menores de residuos quimicos e que nao contaminem o
ambiente (RODRIGUEZ ef al., 1995).

O desenvolvimento de formas alternativas para o controle do carrapato
vem sendo muito estudado nos ultimos anos. Os estudos para atingir este
objetivo tém sido concentrados no controle imunolégico, procurando
desenvolver vacinas, e, em menor escala, no controle bioldgico, através do uso
de organismos entomopatogénicos (MONTEIRO et a/., 1998). Tanto no caso do
controle, pela utilizagdo de drogas, como nos métodos alternativos, o
conhecimento da dindmica das populages de carrapato que ocorrem em cada
regido é fundamental para o sucesso dos programas de controle (MOUNT ¢t
al., 1991).

Entre as vantagens do uso de vacinas esta a seguranga tanto para o
aplicador como para o consumidor, e a auséncia de periodo de caréncia apos a

aplicagdo, fator de importancia fundamental na pecuaria de leite. A utilizacao




de microorganismos visando o controle de carrapatos é ainda, pouco estudada.
Entretanto, o sucesso, no uso de virus (Baculovirus), bactérias (Bacillus
thuringiensis) e fungos (Metarhizium anisopliae) no controle de pragas da
agricultura indica que o controle biologico dos acaros parasitas de animais
pode ser viavel (ALVES, 1986).

A resisténcia de B. microplus, assim como de muitos artrépodes, resulta
de varios mecanismos bioquimicos e fisiologicos como: reducgdo na absorgao
do carrapaticida, aumento da metabolizagc&o pelas esterases, oxidases ou
glutation-transferases, e ainda, modificacao do alvo do pesticida (BAYUGAR et
al., 2002; HE et al, 2002). Mutagées em ponto na subunidade do receptor
GABA, no sitio ativo da acetilcolinesterase (Ache), mutacées geneticamente
ligadas a canais de sédio, amplificagdo de genes para esterases, podem

ocorrer simultaneamente numa populagdo possibilitando uma resisténcia

controlada por varios mecanismos (HEMINGWAY, 2000; VULULE et al., 1999;
HE et al., 1999).

Estudos em B. microplus tem demonstrado a relagdo do aumento da
atividade da acetilcolinesterase com resisténcia a organofosforados (BAXTER

& BARKER, 1999). Uma mutagéo de ponto no gene para carboxilesterase B foi

identificada em linhagens resistentes a piretrdides nesta espécie

(HERNANDEZ ef al, 2000). Posteriormente, Hernandez et a/ (2002) indicaram
que um transcrito de carboxilesterase foi mais abundante em cepas de

carrapatos bovinos resistentes a piretroides.

O presente estudo teve por objetivo analisar molecular e

bioquimicamente a resisténcia do carrapato bovino a cipermetrina, comparando

teledgenas resistentes e sensiveis de uma populag&o de B. microplus coletada



em Uberlandia (MG), utilizando-se o perfil esterasico (Capitulo 1), RT-PCR com
primer especifico para a regido HIS6 do gene do canal de sodio e RT-PCR

assimétrico de baixa estringéncia (Capitulo 2).
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CAPITULO 1
PERFIL ESTERASICO EM TELEOGINAS DE Boophilus microcplus

SENSIVEIS E RESISTENTES A CIPERMETRINA EM UBERLANDIA-MG

RESUMO

O carrapato bovino (Boophilus microplus) € uma das principais pragas
nas regides tropicais e subtropicais, causando grandes prejuizos na pecudria.
O método tradicional de controle € baseado no uso intensivo de pesticidas
como piretréides e organofosforados. No entanto, o uso indiscriminado destes
compostos ao longo dos anos levou ao desenvolvimento de resisténcia aos
efeitos letais destas substancias. Um dos mecanismos de resisténcia estudado
é o aumento na produgdo de enzimas esterasicas envolvidas na hidrélise
destes compostos. Neste trabalho, realizou-se a comparagéo entre teledginas
(fémeas adultas ingurgitadas) suscetiveis e resistentes a cipermetrina, por
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), utilizando-se coloracgo
especifica para esterases. Os resultados mostraram a presenca de quatro
bandas com atividade esterasica nas amostras de teledginas resistentes e trés
bandas nas amosiras de teloéginas sensiveis e da cepa MOZZO, que se
coraram tanto pelo a-naftil acetato como pelo B-naftil acetato, definidas como
a-B-esterases. As bandas foram denominadas EST-1 a EST-4, a partir da
extremidade anodica do gel, sendo a banda de migrac&o mais rapida (EST-1)
presente somente em teledginas resistentes. Os testes com os inibidores
malathion (organofosforado), sulfato de eserina (carbamato) e PMSF,

indicaram que esta enzima pertence ao grupo das acetilcolinesterases, e
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provavelmente esteja associada a resisténcia a cipermetrina em Boophilus

microplus.

Palavras-Chave: B. microplus, resisténcia, esterases, piretrdides, carrapa,

bovino.




1. INTRODUGAOQO
O carrapato bovino (Boophilus microplus) & um dos ectoparasitos mais

importantes para a agropecuaria brasileira e demais regides tropicais e
subtropicais, sendo responsavel, segundo o Ministério da Agricultura, por
perdas de aproximadamente 1 bilh&o de dblares ao ano (HORN, 1984). Este
parasita causa 65% de prejuizos diretos e 35% de prejuizos indiretos 3
bovinocultura, gerando perdas na producéo de leite, natalidade, peso, aumento
da mortalidade e consumo de carrapaticidas, sem contar os danos causados a
indUstria do couro. Além disso, € o vetor de uma das principais doengas dos
rebanhos bovinos, a tristeza parasitaria, cujos agentes causadores Babesia

bovis, Babesia bigemina e Anaplasma marginalis, séo transmitidos pela picada

do carrapato e podem levar a morte por anemia (JONGEJAN; UILENBERG,
1994: DE CASTRO, 1997).

Atualmente, a origem genética da resisténcia tem sido muito estudada e,
alguns autores demonstraram que este fenémeno pode originar-se a partir de
amplificacao génica e mutagdes de ponto (FOURNIER et af,, 1992‘; VULULE et
al, 1999: HE et al, 1999). A resisténcia em B. microplus, assim como em
muitos artropodes, pode ser atribuida a varios mecanismos: reducdo na
absorcdo do pesticida, aumento da metabolizagéo pelas esterases, oxidases

ou glutationa-transferases, e ainda, modificacéo do alvo do pesticida (HE et af,

2002, BAYUGAR et al., 2002).
Mutero e colaboradores (1994) identificaram mutacoes de ponto no gene

que codifica para a acetilcolinesterase (AchE) em linhagens mutantes de D,

melanogaster resistentes a organofosforados e carbamatos, e demonstraram
que altos indices de resisténcia s@o obtidos pela combinacdo de varias
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mutagdes no sitio ativo desta enzima. Estes autores discutiram ainda que, g
recombinagéo entre mutagbes isoladas pré-existentes, também contribuiu para
a combinagdo de varias mutagbes em uma mesma proteina, favorecendo o
desenvolvimento de resisténcia a inseticidas.

Mutages de ponto podem ocorrer também nos genes que codificam,
por exemplo, a subunidade do receptor GABA, que controla os canais de cloro
(para inseticidas ciclodienos), mutagbes ligadas geneticamente a canais de
sodio (piretréides e DDT) e ainda,' mutagGes nos genes que codificam para
oxidades e glutation S-transferases (varias classes de inseticidas) (BERRADA
& FOURNIER, 1997; HEMINGWAY, 2000). Em uma populagdo, geralmente
ocorre a combinagéo de varios mecanismos résultando na expressao global da
resisténcia.

Outro mecanismo, que os artrépodes, em geral, adquirem resisténcia a
pesticidas & a superprodugéo de enzimas esterasicas devido & amplificacdo
génica. Este fenébmeno pode ser evidenciado em varias espécies de insetos e
tem sido amplamente estudado no afideo Myzus perspicae (DEVONSHIRE et
al., 1986: DEVONSHIRE et a/ 1993; FIELD et al., 1999) e em mosquitos do
género Culex (HAWKES & HEMINGWAY, 2002).

As esterases pertencem a um grupo de enzimas que hidrolisam
preferencialmente ésteres de acidos carboxilicos, podendo atuar também sobre
outros substratos que contenham ligagoes amidas (OAKESHOTT et al., 1993).
Estas enzimas também podem estar relacionadas com outras atividades
fisiolagicas, como a regulagéo dos niveis de horménio juvenil (HIDAYAT &
GOODMAN, 1994), processos digestivos (ARGENTINE & JAMES, 1995) e no

comportamento reprodutivo (LABATE et al., 1990).
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Estas enzimas s&o classificadas com base na sensibilidade a
diferentes inibidores, divididas em quatro classes: arilesterases,
carboxilesterases, colinesterases e acetilesterases. As carboxilesterases e as
colinesterases sdo as mais caracterizadas dentro do grupo e tém sido muito
estudadas na avaliacdo da resisténcia a pesticidas em muitos insetos e
aracnideos (NEWCOMB, et al., 1997; CAMPBEL et al., 1998, STUMPF ef al.
2001, VILLATE & BACHMANN, 2002). Em haematobia irritans, Guerrero et al.
(1999) identificaram uma acetilcolinesterase insensivel a organcfosforados em

moscas resistentes ao diazinon. Nos mosquitos Culex e Anopheles gambiae,

foram detectadas acetilcolinesterases e carboxilesterases envolvidas tanto na

metabolizacdo como no sequestramento de moléculas inseticidas

(HEMINGWAY & KARUNARATNE, 1998; HEMINGWAY et al, 2002).
Tsagkarakou et al. (2002) caracterizaram uma acetilcolinesterase menos
sensivel ao paraxon em Tetranychus urticae.

A relacdo entre resisténcia e metabolizacdo por esterases em B.
microplus tem sido investigada por varios autores. Wright; Ahrens (1 988) e
Baxter; Barker (1998) demonstraram a relagdo do aumento da atividade da
acetilcolinesterase com a resisténcia a organofosforados em linhagens
mexicanas e australianas de B. microplus. Jamroz et al. (2000) verificaram um
aumento na atividade de carboxilesterases em linhagens mexicanas resistentes
a piretroides. Mutacbes de ponto nos genes para carboxilesterase B e
acetilcolinesterase foram identificadas nestas linhagens (HERNANDEZ et al,
1999, HERNANDEZ et al, 2000) e posteriormente, Hernandez et al. (2002)
identificaram um transcrito de carboxilesterase, contendo uma mutacdo de

ponto, mais abundante em uma linhagem resistente de B. microplus. Baxter,;
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Barker (2002) isolaram e sequenciaram dois genes da acetilcolinesterase em
linhagens australianas sensiveis e resistentes a organofosforados.

Com base nos estudos realizados anteriormente, neste trabalho
realizou-se a comparagao do padrdo de esterases entre teledginas sensiveis e
resistentes a cipermetrina em B. microplus, por PAGE, com o objetivo de

relacionar um mecanismo de resisténcia a carrapaticidas com a atividade

esterasica em uma populagéo de carrapatos de Uberlandia, MG.
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2. MATERIAL E METODOS

Obtengdo de amostras

Foi realizado um teste de resisténcia de campo em uma populaco de
carrapatos adultos na Fazenda Experimental da Vallée S/A de Uberlandia,
utifizando-se cipermetrina como acaricida de acordo com as recomendacdes do
fabricante (Flytick — VALLEE/SA). Um bezerro de um ano, altamente infestado
por carrapatos foi pulverizado com carrapaticida a base de cipermetrina. As
teledginas (fémeas ingurgitadas) que desprenderam do bezerro até trés horas,
apds a aplicagdo do produto foram coletadas e consideradas como sensiveis
(S). Aquelas que permaneceram aderidas ao bezerro ap6s 24 horas foram
coletadas e consideradas resistentes (R). Estas, apds a coleta, foram
submetidas novamente ao produto, sendo submersas em uma solugdo de 1
(um) ml do produto diluido em agua g.s.p. 1 litro.

Como cepa sensivel de referéncia as drogas carrapaticidas (grupo
controle), foram utilizadas também teledginas da cepa MOZZO (M), originaria
da regido de mesmo nome no Uruguai, onde a utilizagdo de carrapaticidas nao
era pratica comum, € por esta razdo, esses parasitas conservaram a

caracteristica de serem sensiveis aos carrapaticidas. Essa cepa vem sendo

mantida na Fazenda Experimental da Vallée S/A.

Apos a coleta, utilizando-se uma lamina de bisturi, foi feita uma incisdo
longitudinal na posigéo ventral na diregéo anteroposterior do abdomem de cada
individuo e o0 excesso de sangue lavado com agua ultra-pura. Em seguida, as

amostras forma congeladas a — 80° C para posterior andlise genética.
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Dosagem de Proteina Total

A dosagem de proteinas foi realizada segundo o Método do Micro-
Biureto (ITZHAKI & GILL, 1964). Esta dosagem & importante para que sejam
utilizadas amostras com quantidades equivalentes de proteinas. Neste método,
dois reagentes s3o utilizados: NaOH e sulfato de cobre (Reagente 1) e NaOH
(Reagente 2). Cada amostra foi homogeneizada em duas repeticées,
utilizando-se 500 ulL de cada reagente, 995 pl de agua destilada e 5 ulL da

amostra. As medidas de absorbancia a 310 nm foram realizadas em

espectrofotdmetro GBC UV/VIS 911A da CG Analitical.

Atividade Esterasica

Os testes enzimaticos foram realizados por eletroforese em gel de
poliacrilamida, segundo o método de Laemmli (1970) modificado por Ceron,
(1988), utilizando-se gel de separagdo a 12% e emp'ilhamento a 5%, em
condigbes nao desnaturantes, preparados em tampao Tris-HC| 0,375M, pH 8,8.
As teledginas foram maceradas individualmente em nitrogénio liquido. Cada
amostra foi solubilizada em tampao de amostra (fosfato de sddio 0,01M, pH
6,5, contendo glicerol a 10%, azul de bromofenol a 0,001%. sacarose g 20%,
EDTA 0,001M e Triton X-100 a 0,5%) e submetidas & centrifugagéo a 15.000g |
por 15 minutos a 4°C. Em seguida, o pellet contendo impurezas foi descartado
e o sobrenadante contendo a solugédo de proteinas foi coletado e aplicado no
gel (5 yL). Cada 5 pL de amostra apresentou em média, uma concentracdo de
100 pg de proteina total. A eletroforese foi conduzida a uma amperagem

constante de 40 mA, em tampao de corrida Tris (0,087M) - Glicina (0,013Mm),

pH 8,3, por 3 horas a 4°C.

SISBIUFU
210964




22

A identificagdo das bandas com atividade esterasica foi baseada no
método de coloragdo descrito por Steiner; Johnson (1973) modificado por
Ceron (1988). Apos a corrida, os geis foram pré-incubados em tampao fosfato
de sodio 0,1M, pH 6,5 por cerca de 45 minutos a 37° C, e, em seguida,
submetidos & coloragdo com a e/ou 3 naftil acetato, como substratos. As
atividades das a e B esterases foram visualizadas nos géis como bandas de
coloragéo pretas e vermelhas, indicando a hidrélise preferencial do a ou do -
naftil acetato, respectivamente. A reac&o de coloragdo foi realizada no escuro a
37° C por aproximadamente 1 hora, em uma solugdo de coloragéo contendo
30 mg de a efou de B naftil acetato, previamente diluidos em 1mL de acetona e

combinados com uma solugdo recem-preparada e filtrada de 85 mg de Fast

Blue R/R Salt em 100 mL de tampé&o fosfato de sodio 0,1M , pH 6,5.

Apobs a coloragdo, os géis foram tratados com 100 mL de uma solucio
descorante e conservante, contendo 10% de &cido acético glacial, 25% de
etanol absoluto e 1,5% de glicerol, por 24 horas. Os géis foram secos em
placas de vidro & temperatura ambiente, usando papel celofane. As bandas

com atividade esterasica foram numeradas a partir da extremidade anddica do

gel.

Testes com Inibidores

Para a caracterizagao bioquimica das esterases, quatro inibidores foram
individualmente usados, como se segue: solucao de malathion 0,4mM, solucdo
de sulfato de eserina 0,1mM, solugéo de sulfato de cobre a 0,1mM e solugéo
de fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) a 0,1 mM. Malathion foi pré-diluido em

1 mL de 6leo mineral. O sulfato de cobre foi dissolvido em 1 mL de NaOH 0,1
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M e o PMSF em 1 mL de metanol, antes do uso. Sulfato de eserina foi
adicionado diretamente as solugbes de pré-incubagdo e de coloracéo.

Cada inibidor foi adicionado ao tampao fosfato de sddio 0,1 M, pH 6,5,
na pré-incubacdo e, posteriormente, na solugéo de coloracio. Paralelamente,
como controle, géis contendo as mesmas amostras, foram corados na
auséncia de inibidores. Com base nestes testes, as bandas correspondentes
as esterases foram classificadas como carboxilesterases (inibidas pelo
malathion), colinesterases (inibidas tanto pelo malathion como pelo sulfato de
eserina), arilesterases (inibidas pelo sulfato de cobre) e acetilesterases (ndo
afetadas por nenhum destes inibidores). Além disso, as bandas observadas no
gel que foram inibidas pelo PMSF (um inibidor especifico de serino-proteases e

de serino-esterases) foram identificadas como serino-esterases.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Padrio de Bandas Esterasicas

Quatro padrées de bandas com atividade esterasica foram detectados
nos individuos desta populagdo de B. microplus de Uberlandia, MG, e
numeradas por EST-1 a EST-4, a partir da extremidade anddica do gel, sendo
a banda correspondente a EST-1 a de migragao mais rapida (Figura 1). Esta
banda foi observada exclusivamente em teledginas resistentes (R) 3
cipermetrina, enquanto que as demais bandas (EST-2 a EST-4) foram
detectadas em todas as amostras de teledginas resistentes (R) e sensiveis (S)
a cipermetrina, e também, em teledginas da cepa controle MOZZO (M). Esta

distribuicdo semelhante de bandas entre as amostras analisadas pode estar

relacionada com a importéncia funcional destas enzimas.

As bandas identificadas nos géis, quando coradas simultaneamente na
presenca dos substratos a e B naftil-acetatos, coraram-se preferencialmente de

preto, indicando a hidrolise preferencial pelo a-naftil-acetato nesta populagéo

de Boophilus microplus (dados nao mostrados).
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Figura 1: Padrio comparativo de bandas esterasicas em uma populacédo de teledginas de B
microplus de Uberlandia, MG. PAGE a 12% para gel de separacéo e empithamento a 5%,
corado com o -naftil acetato. (1-3) Controle; (4-6) Sensivel e (7-9) Resistente a Cipermetring.

Quando os géis foram corados com um ou outro substrato, o padrao de
esterases foi 0 mesmo em ambos 0s géis, ndo ocorrendo bandas especificas
com atividade pelo a ou pelo B naftil-acetato (Figuras 1 e 2) sendo assim,
classsificadas como o-B esterases. No entanto, a predominancia de bandas
pretas quando os dois substratos foram usados reflete uma major afinidade
pelo a naftil acetato ao centro ativo. Esta situacdo difere dag encontrada na

Mmaioria dos organismos ja analisados, 0s quais apresentam q e B esterases

(CERON, 1988 KETTERMAN et a/., 1992).
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Figura 2: Padrido comparativo de bandas esterdsicas numa populagdo de teledginas de B.
microplus de Uberlandia, MG. PAGE a 12% para gel de separacdo e empilhamento a 5%
corado com J - naftil acetato. (1-2) Controle; (3-4) Sensivel e (5-6) Resistente a Cipermetrina.

O numero reduzido de variantes esterasicas observados nesta
populacdo de B. microplus pode estar relacionado ao habitat e alimentagao
restritos desse organismo. Em Drosophila, o grande nimero de alelos em locos
esterasicos tem sido associado a adaptagéo ao grande nimero de substratos
sobre os gquais estas enzimas atuam, em razédo de uma diversificada dieta, na
natureza (FARMER & CARTER, 1989).

Estes dados diferem de um estudo feito em uma populagdo mexicana de
B. micropius, que detectou 22 bandas com atividade esterasica sobre o a naftil
acetato em larvas (JAMROZ et al., 2000). No entanto, devemos considerar que,
neste trabalho, analisou-se teledginas e no trabalho de Jamroz et al. (2000),
foram analisadas apenas larvas. Em virtude do processo de desenvolvimento
ser controlado por mudangas diretas e indiretas no padrdo de expresséo

génica, perfis esterasicos podem ser muito diferentes entre as fases do ciclo de
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vida de um organismo. Uma analise comparativa do padréo de esterases nas
fases do ciclo de vida do B. microplus, podera esclarecer melhor estas
questdes e contribuir com informagdes sobre a biologia deste parasita.

As Figuras 1 e 2, mostram ainda que, n@o houve diferencas no padréao
de bandas esteréasicas entre teledginas da cepa MOZZO e teledginas da cepa
de campo sensiveis a cipermetrina. A cepa MOZZO vem sendo mantida na
Fazenda Experimental da Vallée S/A por varias geragbes como uma cepa
sensivel de referéncia na auséncia de press&o seletiva por carrapaticida.
Supde-se a ocorréncia de um provavel cruzamento entre estas cepas, apesar
do rigido controle existente para evitar cruzamentos entre essas populagdes.
De Souza (2001) analisando as mesmas populagdes através de marcadores
AFLP, observou uma similaridade genética entre as cepas MOZZO e de campo
e, também que individuos resistentes a piretroides apresentavam uma maior
variabilidade genética em relagdo aos sensiveis, demonstrando que a
resisténcia pode levar a um aumento no numero de alelos responsaveis por.
esta caracteristica.

A banda correspondente a EST-1 foi detectada somente em amostras de
teledginas resistentes. Este resultado sugere que esta enzima pode estar
representando uma esterase associada a resisténcia a cipemetrina nestes
individuos. Assim, sugere-se que & press8o seletiva exercida pelo uso
constante do carrapaticida nesta cepa de campo tenha contribuido para o

i enzimatica associada a resisténcia em
i a nova variante
aparecimento de um

alguns poucos individuos ao longo do tempo.
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Efeitos de Inibidores

No presente estudo, a agdo de alguns inibidores foi verificada sobre as
esterases de uma populacgdo de B. microplus de Uberlandia, MG. As amostras
de teledginas da cepa MOZZO (M) e de teledginas resistentes (R) e sensiveis
(S) a cipermetrina da cepa de Ubertandia (MG) foram submetidas 2
eletroforese e em seguida, pré-incubadas e coradas para esterases na

presenca de inibidores. Os resultados obtidos podem ser observados na

Tabela | e nas Figuras 3, 4, 5, e 6.

A Tabela I, mostra os resultados da ag&o dos inibidores sobre as
bandas esterasicas detectadas em teledginas resistentes (R) nos géis

analisados. Os graus de inibicdo apresentados na tabela encontram-se

classsificados em ordem crescente de intensidade.

Bandas Esterasicas

Inibidores  Concentragao EST-1 EST-2 EST-3 EST-4

Malathion
014mM 44+ ++4+ -4+ +4
Sulfato de
1mM +++ +4 - =
Eserina
Sulfato de
1mM - - - -
Cobre
PMSF 1mM ++++ N F+++ bt

TABELA 1. Efeito de diferentes inibidores sobre as bandas esterasicas em teledginas de B.
microplus resistentes a cipermetrina( - : auséncia de inibicdo; +, ++, +++, ++++ : respectivas

inibicdes, em ordem crescente).
A Figura 3 mostra o efeito do sulfato de cobre sobre as esterases das

amostras analisadas. Este composto na concentragéo de 1mM ndo apresentou
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efeito inibitério sobre nenhuma das bandas detectadas. O sulfato de eserina
1mM inibiu parciaimente a EST-2 em teledginas resistentes (R) e quase
completamente em teledginas da cepa MOZZO e teledginas sensiveis (S). Em
teledginas resistentes (R), observou-se uma inibigdo acentuada da EST-1. Para
as demais bandas n&o houve inibicao apos este tratamento (Figura 4). Quando
os géis foram submetidos ao tratamento com o malathion 0,4mM. verificou-se
que as esterases EST-1, EST-2 e EST-3 foram intensamente inibidas por este

inseticida e uma auséncia de inibicdo para a EST-4 em todas as amostra
s

(Figura 5).

POLO NEGATIVO

EST-1 ==

pPOLO POSITIVO

icas em tele6ginas de B. microplus, obtido pelo

Figura 3: Padrao de inibigdo das bandas esteras
1-2) Controle; (3-4) Susceplivel e (5-6) Resistente 3

uso de sulfato de cobre 0,1mM. (

cipermetrina.



30

| POLO NEGATIVO

POLO POSITIVO

Figura 4: Padrdo de inibicdo das bandas esterasicas em teledginas de B, micropliys, obtido pelo

uso de suifato de eserina 0,1mM. (1-2) Controle; (3-4) Susceptivel e (5-6) Resistente a

cipermetrina.
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POLO NEGATIVO

1 2 3 456

POLO POSITIVO

s bandas esterasicas em teledginas de B. microplus, obtido pelo

Figura 5: Padric de inibicédo da
Susceptivel e (5-6) Resistente a cipermetring

uso de Malathion 0,4mM. (1-2) Controle; (3-4)

Na figura 6, pode-se observar o efeito do fluoreto de feniimetilsulfonila

biu guase totalmente todas as bandas em todos os

(PMSF). Este composto ini
do anteriormente, o PMSF & considerado um

experimentos. Como, menciona

sterases, 0 que sugere que estas

inibidor de serino-proteases € serino-e

s de serina em seus sitios ativos.

enzimas contém residuo
Bes sugerem que a EST-4 trata-se de uma

Assim, estas observag

ma foi inibida pelo PMSF e mostrou-se

acetilesterase, visto dqueé esta enzi
n, sulfato de eserina e sulfato de cobre. Estes dados

resistente ao malathio
tica para esta enzima, da mesma maneira que as

sugerem uma fungao proteoli
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considerada uma carboxilesterase também, indicando ser uma enzima em

processo de selegdo para resisténcia ac malathion em individuos resistentes.

Quanto & EST-1, enzima detectada somente em teledginas resistentes,

pode ser classificada como uma acetilcolinesterase, com um residuo de serina

no centro catalitico, pois foi inibida tanto pelo malathion (organofosforado)

como pelo sulfato de eserina (carbamato) e também pelo PMSF. Portanto, é

provavel que esta enzima tenha surgido nessa populagéo de B. microplus em

alguns poucos individuos resistentes, em fungéo da pressao exercida pelo uso
constante de acaricida ao longo do tempo e gue, assim como em alguns

insetos, possivelmente seja uma acetilcolinesterase associada a resisténcia.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERL
BIBLIOTECA RLANDIA
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CAPITULO 2
Andlise de Mutagoes na Regido llIS; do Gene do Canal

de Sodio Em Boophilus microplus

RESUMO
O carrapato bovino (B. microplus), constitui um dos maiores problemas da

pecudria de regibes tropicais e subtropicais, incluindo o Brasil. Este carrapato
causa prejuizos diretos e indiretos a pecuaria por meio da reducéo na producao
de leite e carne, danos ao couro e transmisséo dos protozoarios Babesia bovis
e B. bigemina e da rickettsia Anaplasma marginale. Estes organismos, quando
juntos, causam o quadro conhecido como Tristeza Parasitaria Bovina. O
agravamento desse quadro é observado com a introdugcdo de racas bovinas
européias e 0 aumento da resisténcia aos carrapaticidas comerciais, resultando
na selecdo de populagbes de carrapatos resistentes dificultando ainda mais o
manejo. Dentre os varios métodos de controle, destaca-se o uso de acaricidas
piretroides que exercem um efeito neurotoxico no canal de sddic promovendo
de forma gradual sua inativagao. Um namero de mutagdes no gene de canal de

sddio tem sido mostradas conferindo sitios de insensibilidade ao efeito

neurotéxico dos piretréides, ratificando a importancia desse gene na resisténcig

de B. microplus a este grupo de carrapaticida. Para a detecgdo de provaveis

polimorfismos neste gene, entre teledginas resistentes e sensiveis 3
cipermetrina, utilizou-se a técnica da RT-PCR associada a LIS-SSCP e RT-
PCR Assimétrico com baixa estringéncia, utilizando primers especificos para o

gene do Canal de Sodio. Dados obtidos com LIS SSCP mostraram uma
diferenca na migragéo de fragmentos de 337pb, do gene do canal de sddio, de
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teledgenas sensiveis e resistentes sugerindo a presenga de uma mutacdo na
regido IS¢ de uma populagéo de carrapatos de Uberlandia (MG). A deteccao
de bandas polimorficas, por RT-PCR Assimétrico de baixa estringéncia, sugere
a ocorréncia de mutagbes no canal de sodio a partir da posicdo 2296 do
dominio 11S6 em direcdo a extremidade 3’ do gene, as quais poderdo estar
relacionadas com a resisténcia de B. microplus a cipermetrina.

Palavras-chave: Boophilus microplus, RT-PCR, RT-PCR assimétrico, LIS -

SSCP.
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INTRODUGAO

Analises do canal de sodio em diversas espécies indicam que sua

subunidade primaria € uma Unica proteina transmembrana de
aproximadamente 260 kDa, subunidade a, constituida por quatro dominios
homélogos e associada com duas subunidades 8 auxiliares; 8, e B2 (GOLDIN

1994, apud JAMROZ et a/, 1998, PLUMMER & MEISLER, 1999).

Figura 1- Estrutura secundaria das subunidades do canal de sodio (Adaptada de Plummer

& Meisler, 1999).
A subunidade o é constituida por quatro dominios: SI, SlI, Siil e SIV.
Estes dominios séo conectados por dois grandes interdominios citoplasmaticos
em forma de foops (ID /11, 1D /1) e por um menor, altamente conservado, ID
HI/IV. Estes dominios contribuem para as trés funcdes essenciais do canal de
sodio: abertura, selegéo de ions e inativacao rapida (MARBAN et a/, 1998).
Piretroides exercem um efeito  neurotdxico no canal de sddio
gradual sua inativacdo. Mutagbes no gene de canal de

promovendo de forma

sodio tem sido descritas conferindo sitios de insensibilidade ao efeito
neurotéxico dos piretréides (JAMROZ et al, 2000, JAMROZ ef al, 1998: HE et
al 1999). Mutagbes na regiao Il S6 do canal de sodio de cepas kdr (knockdown
e mutagoes localizadas proximas ao inicio do sitio ligante entre os

resistance)
dominios Il e IV tem sido associadas com resisténcia a piretréides (HE et al,
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1999: SODERLUND & LEE, 2001). Roosignol (1988) verificou que moscas
domésticas kdr apresentavam-se 4 a 21 vezes mais resistentes que moscas
selvagens.

He et al (1999a) trabathando com cepas de B. microplus identificaram,
em cepas altamente resistentes a DDT e piretréides, uma mutagio de ponto na
regido 11IS6 havendo uma mudanga de uma T por A, a qual resultou numa
mudanga de aminoacido de Fenilalanina para Isoleucina. No entanto, esta
mutacdo néo foi encontrada em cepas mexicanas de B. microplus resistentes a
piretréide, podendo haver, de acordo com o0s autores, outros mecanismos de
resisténcia envolvidos em tal processo.

Este trabalho verificou a existéncia de mutacdes no gene para o canal

de s6dio numa populagdo de carrapatq bovino B. microplus de Uberlandia,

Minas Gerais.
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MATERIAL E METODOS
Obtencéo e preparagéao do material biologico

A partir de uma populagéo de carrapatos B. microp/us de Uberlandia
(MG) foram selecionadas teledginas resistentes e sensiveis a cipermetrina. Um
bezerro (1 ano de idadade) altamente i.nfestado foi submetido ao carrrapaticida

a base de cipermetrina (Flytick® — VALLEE/SA), de acordo com as

recomendacdes do fabricante. As teledginas que desprenderam do bezerro até
trés horas, apos a aplicagdo do produto, foram coletadas como sensiveis e
aquelas que permaneceram aderidas ao bezerro apds 24 horas, foram
consideradas resistentes. Apds a coleta, utilizando-se uma l&mina de bisturi, foi
feita uma incisdo longitudinal na posigéo ventral na dire¢do anteroposterior do
abdomem de cada individuo e o excesso de sangue lavado com &gua ultra-

pura. Em seguida, as amostras forma congeladas a — 80° C para posterior

analise geneética.

Extragdo de RNA
Para a extragdo do RNA foi utilizado o método do TRIZOL (Invitrogen

Life Tecnologoy) seguindo as orientacdes do fabricante e procedimentos de

otimizagdo padronizados pelo Laboratdrio de Genética Molecular da

Universidade Federal de Uberlandia (LABGEM). Apos a extrag&o, o RNA total
foi tratado com DNAse e procedeu-se entdo a quantificacdo por
espectrofotometria. A qualidade do RNA foi verificada em gel de Agarose 1,5%

(Fig 2). Imediatamente apos, 0 RNA foi estocado em aliquotas (20ul) em

ultrafreezer a 80°C.
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Figura 2 - Andlise da qualidadade das amostras de RNA total
extraidas de teledginas de B. micropius, em eletroforese de gel de

agarose 1,5%.

Reagio de RT-PCR

Para verificar a existéncia da mutagédo na regiao IlIS6 do gene do canal
de sédio em cepas de carrapatos resistentes a piretréide, foi confeccionado um
par de “primers” (50% GC) utilizando o programa Primer designer — version2.0
Copyright 1990, 91 Scientific & Educational Software, baseados na sequiéncia

de um cDNA parcial deste gene descrito por He et a/ (1999a). O primer A (51.=

GACAACGTCCTCAACGCATA - 3) anelando na posicdo 1960 e primer B —

Complementar- (5°- GTCTTGGAATTGCCTTGGCT - 3’) na posigdo 2296 de um
queando a mutacéo descrita pelos autores,

cDNA parcial do canal de s6dio, fla
sentado no esquema abaixo (Figura 3).

gerando um fragmento de 337bp repre
cam a mutagdo descrita por He ef

As duas bases envolvidas pelo retangulo indi
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al (1999a), onde nas teledgenas resistentes houve uma troca de uma adenina

por timina.

CTCAACGCATATTTGGCCCTTTTCCAAGTGG
GCTGGACGGACATTATGGACAATGCGAT
CGGAAAAGAGGACCAACCGGAATACGA
GOCTAAGATCTACATGTACCTATACTTCGTGTTCTTCATTA

OTTCGOCTCCTTCAMTCACCTTAATCTATTCATCGGTGTT
ATTATCGACAATTTCAATGAACAAAAGAAGAAGGCTGGAG

GATCATTAGAAATGTTCATGACAGAAGACCAAAAGAAATAC
AT AACGCCATGAAGAAAATGGGATCCAAAAAGCCAGCCA

AGGCAATTCCAAGAC
ada do fragmento de 337pb amplificado pelos

GACAACGTC
CAACATTCAAAG
CGACTCCAGGGG

Figura 3 - Sequéncia esper

primers A e B.

A reacéo de RT foi realizada em termociciador MJ Research, Inc.

modelo PTC-100 a 37°C por uma hora acrescido de um aquecimento de 70°C

minutos. O volume final de cada reacéo foi de 20l contendo tampao

6: 375 mM KCI; 15 mM MgClz; 50mM DTT), 200 uM

por dez

1X (250mM Tris-HCl, pH 8,

NTP, 50 unidades de transcriptase reversa (MMLV), 10 pmol de

20 unidades de inibidor de RNAse e 1ug de RNA

de cada d

primer reverso (primer B),

total.

Na reacao de PCR o volume total de cada reag&o também foi de 20 pl.

Cada reagdo continha Tris-HCI 10 mM, KCI 50mM, MgClz 2mM, 400 uM de

uM de dGTP, 100 uM de dC
1.0 U de Taq DNA Polimerase, e 2ul de cDNA da

dNTPs (100 TP, 100 uM de dATP e 100 uM de

dTTP), 8 pmoles de primer,

reacao de RT. Agua ultrapura foi utilizada para completar o volume de 20 pl.
a uma gota de oleo mineral para evitar a

da reacgéo foi adicionad

Em ca
para o termociclador cada reacao foi submetida a um

evaporagdo. Antes deir
a de reagoes foi feito um controle negativo

pulso de 1810g. Para cada bateri
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com todos os compostos da reagao exceto o cDNA. As reacbes foram

amplificadas em termociclador MJ Research, Inc., modelo PTC-100.

Inicialmente a reacdo foi aquecida a 95 °C durante trés minutos e em

sequéncia submetida a 35 ciclos nas seguintes condi¢des: 95°C/30s, 62°C/40s

e 72°C/45s. Apbs os 35 ciclos foi realizada uma extensao final a 72°C/10 min.
Os produtos amplificados foram separados em gel de agarose 1,5% de 20cm x

24 5cm x 6mm em Tampéao Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X, de acordo com

Sambrook et al. (1989). A visualizacdo dos produtos amplificados foi feita em

luz ultravioleta por meio do corante brometo de etidio, diluido no gel numa

concentracdo aproximada de 0,5 pg/mi de gel.

Para a eletroforese, foram adicionados em cada amostra (15 pul) 3 pl de

um tampéo de carregamento (azul de bromofenol 3,61M, xileno cianol 4,64M,

sacarose 1,17M e EDTA 0,1M pH8,0).
géis foram visualizados em transiluminador UV e

A eletroforese foi conduzida a 0,23 V/mi

por duas horas. Os

fados em VDS Image System — Pharmacia, usando filtro laranja e com

fotogra
segundos, contraste de 0 a 6, e 0,45 de fator de

tempo de exposigao 2,17

corregéo da camera.
Os produtos amplificados foram separados por LIS SSCP (Orita, ef al.

e acrilamida (49:1 - Acrilamida:BIS) 14% previamente

1988) em gel d
e 10%, bromophenol biue 0,01% e xyleno

(sacaros

denaturados em tampao LIS
por Nitrato de Prata. Esta metodologia permite

cyanol 0,01%) e corados

presenca de polimorfismo
a triagem prévia antes de se partir para o

£ s entre os individuos sensivei
verificar-se a iveis e

resistentes, obtendo-sé um

sequenciamento.
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Os fragmentos obtidos foram clonados utilizando o Kit Topg TA

Cloning (Invitrogen) e enviados para sequenciamento pela técnica do dideoxy

no sistema ABI 377.

Reagdo de RT-PCR Assimétrico

A reacgdo de RT-PCR Assimétrico (LSART) foi realizada g partir de uma
reacao da transcriptase reversa (RT) esquematizada na Figura 4. A reacéo da

Transcriptase reversa foi realizada em termociclador MJ Research, Inc.,

modelo PTC-100 a 37°C por uma hora acrescido de um aquecimento de 70°C
por dez minutos. O volume final de cada reacdo foi de 20yl contendo tampgo -
para RT 1X (250mM Tris-HCI, pH 8,6; 375 mM KCI; 15 mM MgCl,: 50mm DTT),
200 uM de cada dNTP, 50 unidades de transcriptase reversa (MMLV), 1.5 ug

de primer PDNg (hexameros), 20 unidades de inibidor de RNAse e 1 Hg de RNA

total.
Apés a RT foram feitas reagbes de PCR utilizando o primer foward para

0 canal de sédio anelando na posigéo 2296. Cada reagéo continha Tris-HC| 10
mM, KC! 50mM, MgCl, 2mM, 400 uM de dNTPs (100 uM de dGTP, 100 uM de
dCTP, 100 uM de dATP e 100 uM de dTTP), 8 pmoles de primer, 1,0 U de Taq
DNA Polimerase, e 2ul de cDNA da reagdo da RT. Agua ultrapura foi utilizadg
para completar o volume para 20 pl. Em cada reagéo foi adicionads uma gota
de éleo mineral para evitar a evaporagao. Antes de ir para o termociclagor cada
reacdo foi submetida a um pulso de 1810g. Para cada bateria de reacées foj
feito um controle negativo com todos 0s compostos da reagdo, exceto o cDNA. |
As reacdes foram amplificadas em termociclador MJ Research, Inc., modelo

PTC-100. Inicialmente, a reagéo foi aguecida a 95 °C durante trés minutos e
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Figura 4 — Esquema mostrando as etapas da RT-PCR assimétrico
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em seqiéncia submetida a 10 ciclos nas seguintes condicbes: 95°C/30s,
62°C/40s e 72°C/45s. Apos os 10 ciclos, 10ul de cada reago foram utilizados
como template para outras duas reagées de PCR, uma de baixa e outra de alta

estringéncia. A reagdo de baixa estringéncia foi idéntica aquela realizada com o

primer foward, s6 que utilizando primers decameros randomicos (Operon

Technology), um para cada reacéo, e reduzindo a temperatura de anelamento

para 40 °C.

Para a reacao de alta estrigéncia apenas a temperatura de anelamento

foi alterada para 55 °C.
Os produtos amplificados foram visualizados em gel de poliacrilamida
19:1, 6% corado com nitrato de prata seguindo 0s procedimentos do

Laboratorio de Genética Molecular (UFU).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resuitados obidos da Técnica RT-PCR, mostraram um fragmento de
337 pb tanto em teledginas resistentes quanto sensiveis a cipermetring
(piretroide) como mostrado na Figura 5.

As colunas Ry e Ro s&o de RT-PCR feitas com RNA tota| de teledginas
resistentes. A PCR de R; foi realizada utilizando-se CDNA como molde
estocado ha trés meses a — 20°C.

As colunas Sy e Sz apresentam o mesmo fragmento de 337pb
amplificado por RT-PCR , evidenciado nas resistentes, em teledgenas
Sensiveis a cipermetrina. Em Sy, 0 cDNA utilizado para a PCR também

encontrava-se estocado a —20°C por trés meses.

337 pb

] em gel de agarose 1,5% dos amplicons de um
Figura 5 -dlilit;gfao,r SZZ édio%e 337pb, obtido por RT—PCR._ M (marcador
(fjrag;?)%ng)b)' R, e R, (teledginas resistentes a cipermetrina); S, e S,

e ; Ky

(teledginas sensiveis a cipermedtrina)
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A mutacdo descrita por He et al (1999a), sugere estar presente em
cepas de campo resistentes a piretréides. Os resultados obtidos com SSCp
mostrou uma diferenga na migragdo dos fragmentos de 337pb de teledginas
sensiveis e resistentes (Figura 6). Nesta figura, R e § Sa80 os perfis
eletroforétrico dos fragmentos de 337pb das teledginas resistentes e sensiveis,
respectivamente. Este dados sugerern a presenca da mutagéo na populacgo
de carrapatos aqui estudada. No entanto, estes resultados serdo confirmados
Com o sequenciamento dos fragmentos descritos.

A presenca desta mutac@o de ponto na regi&o ll1IS6 do gene do cang| de
sodio nesta populagéo de B. microplus poderia ou ndo ocorrer uma vez que
alguns autores ndo conseguiram identificar a presenca de mutacées
conhecidas em populagbes resistentes (HE et a/, 1999a). He et a/ (1999Db)
verificaram a n&o ocorréncia de mutagdes esperadas como g kgr em
populacdes resistentes a piretroides, sugerindo que poderia haver yma certa
variabilidade destas mutagdes, quando populagdes distintas sdo comparadas

S S R

R S

Fi 6 - Analise de mutacdes por LIS-SSCP em gel de policacrilamida dos amplicons
figura 6 -

do gene canal de sodio obtidos por RT-PCR.



55

A Fi
igura 7 refere-se a um gel de poliacrilamida evidenciando os
ampli ' ecni
plicons obtidos pela técnica da RT-PCR Assimétrico com baixa estringénci
éncia.

As s indi &
etas indicam as bandas polimérficas entre teledgenas resistentes (L; e Ls)
1€Lls

e sensiveis a cipermetrin n
is a cipermetrina (L2 e La). Nas colunas L e L, utilizou-se o decame
ro

OPA-04 (5-AATCGGGCTG-3) na Gltima etapa d
ACCCAC-3'). As reagbes destas guatro linhas

a LSART e nas colunas Lz e L4

o decamero OPA-13 (5-CAGC

correspondem as de baixa estringéncia, utilizando uma

(L1, L2, L3 e L4)
0°C. O aparecimento de bandas polimdrficas

temperatura de anelamento de 4
ses no canal de sodio a partir da posigéo 2296 do

sugere a ocorréncia de mutag
recéo a extremidade 3’ do gene. He et al
ne de canal de sodio, ainda nao

(1999) sugeriram a

dominio 111IS6 em di
ocorréncia de varias mutagoes no ge
i e . ietd I

dentificadas, relacionadas com @ resisténcia. Estes autores verificaram

ncia de mutagoes esperada
pode haver uma certa variabilidade

s como a kdr em populagoes

também a ndo ocorré

resistentes a piretréides, sugerindo qué
coes distintas sdo comparadas.

destas mutagdes quando popula
s foram descritas nos dom
s a piretroides. Head et al (1998),

Vérias mutacoe inios Il do canal de sodio em

varios insetos, conferindo residéncia
ponto no jinker do dominio I

o de resisténcia em Heliothis

| e IV do canal de

encontraram uma mutagao de

do com gste mecanism

sodio, também associa
gsperava-se uma certa

virencens e Holicoverpa armigera.  Portanto,
s de teleoginas resiste

mo diferentes das descritas na

ntes e sensiveis. A

variabilidade entre O0S cDNA
s idénticas ou mes

provando o resultados registrados em

ocorréncia de mutagoe

literatura também era esperada com

literatura.



56

A presencga de bandas idénticas, destacadas no gel por um retangulo

em resistentes e sensiveis confirmam a eficiéncia da técnica do LSART. Ist
. Isto

era esperado ja que na etapa da reacdo onde o primer foward foi utilizado, o

anelamento ocorreu na mesma regido, independentemente do individuo, por se

tratar de um gene constitutivo.

Reacdes com outros decameros nao tiveram boa amplificagdo. Ls, L
. y L6,

mesmas reagoes apresentadas nas quatro primeiras linhas

L7, Lg mostram as
-ACCGGCTTGT-3’) e OPA09

apenas substituindo 0S primers por OPV 17 (5

(5-GGGTAACGCC-3)). Uma amplificagédo de méa qualidade revelou um

estes primers ao gene estudado.

anelamento imperfeito d
atro primeiras. No entanto, a

as de Lga L1z s&o repeticoes das qu

As linh
mentada para 55 °C ocasionando uma

temperatura de anelamento foi au
as. O aumento da estringéncia foi suficiente para

completa auséncia de band

os primers impedindo a obtengéo dos dados anteriormente

inibir o anelamento d

obtidos.
Outros decameros foram utilizados € nenhum fragmento foi
a diferenca entre sensivel e

amento para os decameros a 55°C

resistente constatada.

amplificado ou nenhum
e a temperatura de anel

Quando elevou-s
cia, nenhuma amplificagéo ocorreu.

(Lo, Lyo), aumentando @ estringén
sos primers randémicos

determinar mutagoes em genes

O teste de diver & uma pré-condicdo

importante para esta t6cnica que objetiva
ra-se, NO entanto, um sucesso restrito de amplificacao,

ma vez que a intengdo € estudar apenas um

expressos. Espe

sto na Figura 7, U
s variagoes.

conforme Vi

Gnico gene expresso € su




Lg L10 L11 L12

Figura 7 - Gel de poliacrilamida (6%) de produtos gerados por
LSART. M (marcador de peso molecular 100 pb); Ls (R) e L, (S)

PCR com OPA-04; Ls (R) e L (S) PCR com OPA-13; Ls — Lg, PCR
com OPV-17 e OPA-09; Lg — L1, PCR com OPA-04 e OPA -13 com

alta estringéncia.
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