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RESUMO GERAL

O carrapato bovino Boophilus microplus é um dos ectoparasitos mais importantes
para a agropecuaria brasileira, sendo responsavel, segundo o Ministério da
Agricultura, por prejuizos diretos e indiretos a bovinocultura de, aproximadamente,
dois bilhdes de dolares ao ano. O método tradicional de controle baseia-se no uso
de acaricidas piretroides e organofosforados, cujo uso sistematico tem promovido
a selecédo de gendtipos resistentes em populagbes de carrapatos. Mutagbdes de
ponto em genes codificadores de esterases e o aumento na produgdo dessas
enzimas representam importantes estratégias de resisténcia, conferindo
insensibilidade ao efeito neurotdxico desses compostos organicos nessa espécie.
Neste trabalho, realizou-se a analise do padrao de esterases nas diferentes fases
do ciclo de vida do carrapato, por eletroforese em gel de poliacrilamida nativo e
coloragao especifica para esterases. Os resultados mostraram nove regides com
atividade esterasica, consideradas como produtos de nove alelos distribuidos em
sete loci genéticos. Esterases detectadas em todas as fases do desenvolvimento
foram consideradas como produtos de genes housekeeping. Esterases estagio-
especificas e sexo-especificas foram, também, detectadas. Linhagens com
diferentes niveis de resisténcia foram selecionadas apds o teste de resisténcia
com o organofosforado malation e o piretréide deltametrina em teledginas
provenientes de uma fazenda da regido de Uberlandia, MG, com histérico de
resisténcia. A analise do padrdo de esterases por eletroforese em gel de
poliacrilamida ndo desnaturante das linhagens sensivel (SM), tolerante (TM) e
resistente (RM) ao malation e das linhagens sensivel (SD), tolerante (TD) e
resistente (RD) a deltametrina revelou a presenga de quatro regides com
atividade esterasica (EST-1 a EST-4). As enzimas EST-3 e EST-4, classificadas
como carboxilesterases (CaEs), foram observadas em todas as linhagens. A EST-
2, classificada como acetilcolinesterase (AChE), foi detectada em todas as
linhagens, porém, apresentou intensidade crescente de atividade esterasica,
indicando aumento na producédo da enzima de acordo com o nivel de resisténcia,
provavelmente resultante de amplificagdo génica ou alteragdes pds-traducionais.
A EST-1, classificada como AChE, foi detectada exclusivamente nas linhagens

tolerantes e resistentes a ambos acaricidas, com maior atividade nas linhagens
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resistentes (RD e RM). Os resultados indicam que as AChEs detectadas
representam importante estratégia de detoxificagcdo aos acaricidas. Essas
linhagens foram, também, analisadas pelas técnicas Low lonic Strength Single
Stranded Conformation Polymorphism (LIS-SSCP) e Polimerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) para investigacdo de
mutacdes em uma provavel CaE. A digestdo do fragmento amplificado de 372pb
com enzima de restricdo Eco Rl por PCR-RFLP mostrou trés padrdes de bandas
associados a trés genotipos distintos, W, H e M, observados em diferentes
frequéncias nas linhagens analisadas. O gendtipo homozigoto selvagem (W) foi
detectado exclusivamente nas linhagens sensiveis (SD e SM) e em alta
freqiéncia. O gendtipo heterozigoto (H) foi detectado em todas as linhagens,
porém, em maior freqiéncia nas linhagens tolerantes (TD e TM) e, o gendtipo
homozigoto mutante (M) foi observado nas linhagens tolerantes e resistentes, em
maior frequéncia nas linhagens resistentes (RD e RM), sugerindo que a
resisténcia esteja associada a presencga do alelo mutante m (polimorfismo EcoRl).
A genotipagem por LIS-SSCP mostrou quatro haplétipos: 1 2, 3 e 4. O hapldétipo 1
foi observado apenas nas linhagens sensiveis (SD e SM) e em alta frequéncia. O
haplétipo 4 foi observado nas linhagens tolerantes e resistentes, com a maior
freqléncia nas linhagens tolerantes (TD e TM). O haplétipo 3, foi observado nas
linhagens tolerantes e resistentes, sendo detectado em maior frequéncia nas
linhagens resistentes (RD e RM). O haplétipo 2 foi detectado nas linhagens
tolerantes e resistentes, porém, em freqiiéncia muito baixa. A comparacao entre
as sequUéncias revelou a presenca de mutagdes de ponto, além do polimorfismo
EcoRlI nas linhagens tolerante e resistente ao malation. Foi observada, também, a
presenca de cdédons de parada, gerando proteinas truncadas, nas linhagens
sensivel e tolerante. A analise de dominios mostrou a presenca de dominios
adicionais na linhagem resistente. Os dados obtidos sugerem a existéncia de
mecanismos mediados por mutagdes de ponto, amplificagdo génica e
modificagcbes pos-traducionais, que podem estar alterando a atividade das
proteinas traduzidas e atuando em conjunto na expressdo da resisténcia na

populacao analisada.

PALAVRAS-CHAVE: Boophilus microplus, resisténcia, acaricidas, esterases.
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GENERAL ABSTRACT

The cattle tick Boophilus microplus is one of the most important ectoparasites for
the Brazilian farming, and it is responsible, according to Agriculture Ministry, for
direct and indirect damages to livestock of, approximately, two billions dollars a
year. The traditional method of control is based on the intensive use of pyrethroids
and organophosphate pesticides, whose systematic use has been promoting the
selection of resistant genotypes in tick populations. Point mutations in esterase
genes and the increase of production of these enzymes represent important
strategies of resistance, conferring insensivity to neurotoxic effects of these
organic compounds in this specie. In this work, esterase patterns were compared
among the stages of the life cycle of B. microplus, in non-denaturing
polyacrilamide gel electrophoresis (PAGE), using specific staining for esterases.
Electrophoretical results indicate the presence of nine regions displaying esterase
activity. These esterases were considered as products from nine alleles distributed
in seven gene loci. Esterases that were detected in all the stages of development
were considered as products of housekeeping genes. Some stage-specific and
sex-specific esterases were also detected. Strains with different levels of
resistance were selected after the resistance test with the malation
organophosphate and with the deltametrin pyrethroid in engorged females from a
farm of Uberlandia region (MG), with description of resistance. Electrophoretical
profles of esterase pattern using non-denaturing polyacrilamide gel
electrophoresis among malathion and deltametrin-susceptible, tolerant and
resistant tick strains revealed four bands displaying esterase activity, named EST-
1 to EST-4. The esterases EST-3 and EST-4, classified as carboxylesterases,
were observed in all strains. The esterase EST-2, classified as an
acetylcholinesterase in inhibitor tests, was detected in all strains, but it has
presented an increasing degree of staining, from susceptible to resistant strains,
indicating an increase in the enzyme production according to resistance level,
probably as a result of gene amplification or post-traditional alterations. The
enzyme EST-1, classified as an acetylcholinesterase, was detected exclusively in
tolerant and resistant strains to both acaricides, however, with higher activity in

resistant strains. These data indicate that the detected acetylcholinesterases could
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be representing important detoxification strategy developed to overcome the
effects of the acaricides. These strains were also analyzed by the techniques Low
lonic Strength Single Stranded Conformation Polymorphism (LIS-SSCP) and
Polimerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-
RFLP) to investigate mutations in a putative carboxylesterase fragment. The
digestion of the amplified fragment of 372bp with the restriction enzyme Eco RI
showed three band patterns, associated to three distinct genotypes: W, H and M,
which were observed in different frequencies in the analyzed strains. The
homozygous wild genotype (W) was detected only in the susceptible strains, in
high frequency. The heterozygous genotype (H) was observed in all strains,
however, in higher frequency in tolerant strains, and the homozygous mutant
genotype (M) was observed only in the resistant and tolerant strains, with higher
frequency in the resistant strains, suggesting that the resistance can be associated
to the presence of the m mutant allele (EcoRI polymorphism). The genotyping by
LIS-SSCP showed four haplotypes, named 1, 2, 3 and 4. The haplotype 1 was
observed only in the susceptible strains and in high frequency. The haplotype 4
was observed in the resistant and tolerant strains with higher frequency in tolerant
strains. The haplotype 3 was observed in resistant and tolerant strains, and was
detected in higher frequency in the resistant strains. The haplotype 2, was also
detected in resistant and tolerant strains, however, in very low frequency in
population. The comparison among the sequences demonstrated the presence of
mutations, beyond the EcoRI polymorphism in resistant and tolerant strains. The
presence of stop codons was also observed, creating truncated proteins in the
susceptible and tolerant strains. The domains analysis showed additional motifs in
resistant strain. The obtained data suggest mechanisms mediated by point
mutations, gene amplification and post-traditional modifications, which can be
altering the activity of the translated proteins and acting together in the expression

of resistance in the analyzed population.

KEY-WORDS: Boophilus microplus, resistance, acaricides, esterases



INTRODUGAO GERAL

O carrapato bovino

O carrapato bovino Boophilus microplus (recentemente reclassificado
dentro do género Rhipicephalus; MURRELL e BARKER, 2003) € um ectoparasita
que se alimenta obrigatoriamente de sangue do hospedeiro e € encontrado em
quase todas as regides do mundo (Figura 1A). O B. microplus € um artrépode,
pertencente a classe Arachnida, sub-classe Acarina, ordem Acari, subordem
Metastigmata, superfamilia Ixodidae, subfamilia Canestrini, de origem, provavel
do sul da Asia, quando mamiferos e passaros substituiram os répteis como
vertebrados dominantes, ja no periodo terciario (EVANS, 1979).

Este parasita adaptou-se perfeitamente ao clima dos paises tropicais, onde
o calor e a umidade propiciaram condicbes favoraveis a sobrevivéncia e
manutencado da espécie (POWEL e REID, 1982). De acordo com NUNES et al.
(1982), o carrapato bovino chegou na América do Sul, por meio dos colonizadores
ibéricos entre os séculos XVI e XVIII e foi introduzido no Brasil devido a
importagéo do gado zebu da Asia (WALKER, 1987).

O principal hospedeiro deste parasita hematoéfago € o gado bovino sendo
que as maiores infestacdes ocorrem em Bos taurus e as menores em Bos indicus,
porém, outros animais como burros, ovinos, bufalos, caprinos, caes, gatos, entre
outros podem ser hospedeiros secundarios (RIEK, 1959).

Esse parasita € responsavel, segundo o Ministério da Agricultura, por
perdas de, aproximadamente, dois bilhdes de délares ao ano (GRISI et al., 2002)
com prejuizos diretos e indiretos a bovinocultura, devido a quedas na produgéo de
leite, natalidade, peso, aumento na mortalidade e consumo de carrapaticidas,
além de danos a industria do couro. O carrapato atua, ainda, como vetor de varios
organismos patogénicos como fungos, riquétsias, bactérias e protozoarios. O
carrapato B. microplus € o vetor de uma das principais doengas dos nossos
rebanhos, a Tristeza Parasitaria Bovina, cujos agentes causadores, Babesia
bovis, B. bigemina, Rickettsia sp e Anaplasma marginalis, sdo transmitidos pela
picada do carrapato e podem levar o animal a morte por anemia (DE CASTRO,
1997).



Ciclo de vida

O ciclo biolégico de B. microplus (Figura 1B) se completa pela passagem
em apenas um hospedeiro e divide-se em duas fases: vida livre e fase parasitaria.
A fase de vida livre comeca quando a fémea inicia a postura dos ovos no solo e
termina quando as larvas eclodidas se fixam no hospedeiro. A fase parasitaria
(Figura 1D) inicia-se com a fixacdo das larvas no hospedeiro e culmina com a
queda das fémeas adultas ingurgitadas e fecundadas (FURLONG, 1993).

Pré-postura: periodo entre a queda da fémea ingurgitada (teledgina) e a
expulsdo do primeiro ovo. Esse periodo, em condicdes ideais de temperatura e
umidade (27°C e 80% de umidade), tem tempo médio de dois a quatro dias.

Postura: Apdés desprender-se do bovino, a teledgina procura um local
protegido da luz solar direta para realizar a postura (Figura 1C), que pode durar
de uma semana a varios meses, dependendo das condicbes ambientais, com
duracdo média de 15 a 17 dias, sendo que a quantidade de ovos liberados
depende do peso da fémea e da quantidade de sangue ingerido, chegando ao
numero maximo de 8000 ovos por fémea.

Incubacéo: Apds a postura completa, a fémea morre. O periodo de
desenvolvimento embrionario ocorre entre o 1° dia de postura até eclosdo da
larva. O periodo de incubagao minima é de 15 dias no verao e 55 dias no inverno.

Eclosdo das larvas: Quando eclode, a larva é extremamente ativa e migra

por geotropismo negativo para as extremidades das folhas, procurando o
hospedeiro. Ao entrar em contato com o bovino, a larva dirige-se para regides
corporais mais propicias ao seu desenvolvimento como a parte posterior das
coxas, regides perineal, perianal, perivulvar e a face interna das orelhas.
Metamorfose: Apos fixagdo, a larva alimenta-se, inicialmente, de plasma e
linfa, iniciando a metamorfose (metalarva). A metalarva realiza ecdise para ninfa
(ninfa 1) em cerca de sete dias. Nesta fase, a alimentacdo consiste de linfa,
plasma e sangue até a transformagdo em metaninfa (ninfa 2), periodo que se
prolonga por sete dias e, apdés nova ecdise, ocorre a diferenciacdo sexual. A
metaninfa pode dar origem a machos (neandros) que se queratinizam e sao
denominados gonandros ou dar origem a fémeas (nedginas ou ninfa 3). No

estagio adulto, a fémea inicia o repasto sanguineo, realiza a coépula (fémea



fecundada semi-ingurgitada ou paternégina) e aumenta o volume sanguineo
ingurgitado até que totalmente ingurgitada (teledgina) cai ao solo. O ciclo de vida
parasitario tem duracdo média de 21 dias. O macho permanece no bovino,

sobrevivendo um tempo até duas vezes maior do que as fémeas.

Figura 1. (A)- Fémea e macho de B. microplus ; (B)- Ciclo de Vida, mostrando a
fémea (A), o macho (B) e as fases: 1- vida livre (larvas); (2-3) fase parasitaria:
ingurgitamento e fecundagéo e (4)- queda da teledgina e oviposi¢ao; (C) — postura

dos ovos; (D)- fase parasitaria.

Controle

O controle desse parasita tem sido feito, principalmente, por carrapaticidas
(DE LA FUENTE et al, 2000). Esses produtos s&o utilizados de maneira
indiscriminada e sem acompanhamento técnico, promovendo a selecao de
carrapatos resistentes (DE CASTRO e NEWSON, 1993). Além disso, a ma
utilizacdo de carrapaticidas predispde a riscos de contaminacdo ambiental e
causa aumento significativo dos custos de produgao (KAY e KEMP, 1994).

Os acaricidas utilizados incluem derivados arsenicais, organoclorados,
carbamatos, amidinas, organofosforados, e piretroides, sendo esses Ultimos,
amplamente utilizados no Brasil (FURLONG et al., 2004).



Os pesticidas piretréides (Pls) sdo neurotdxicos para artropodes, atuando
principalmente na transmissdo axdnica. A maioria dos Pls sintéticos sédo ésteres
desenvolvidos a partir do produto natural piretrina, sendo a deltametrina e a
cipermetrina os mais comuns. Pls exercem efeito sobre canais de sddio, ligando-
se as suas subunidades, modificando-os e mantendo-os abertos por um periodo
mais longo, com aumento do fluxo de sédio para o interior da membrana axonica,
causando hiperatividade, ataxia, convulsdes, paralisia e morte (SPINOSA et al.,
1999). Estes compostos podem atuar em sitios secundarios como o sistema
GABA, receptores de acetilcolina ativados por calcio e sobre esterases,
principalmente carboxilesterases.

Os pesticidas organofosforados (OPs) apresentam agao neurotdxica para
artropodes, atuando na transmissao sinaptica, sendo malation, paration e
coumafés os mais utilizados. OPs s&o inibidores da acetilcolinesterase, enzima
responsavel pela hidrdlise da acetilcolina, apds transmissdo do impulso nervoso,
atuando como competidores pelos sitios de ligagao da enzima. Quando a enzima
encontra-se fosforilada, ocorre acumulo de acetilcolina na fenda sinaptica,
ocasionando a transmissao continua e descontrolada de impulsos nervosos, com
hiperatividade das fibras musculares, fadiga, paralisia muscular e morte
(SPINOSA et al., 1999). Os OPs atuam, também, sobre carboxilesterases.

O interesse no desenvolvimento de outras formas de controle decorre do
fato de que o controle quimico mostra-se cada vez mais inviavel economicamente
(TEIXEIRA LEITE et al.,, 1991). Os custos crescentes para desenvolver novas
drogas e o curto periodo de vida util que elas apresentam estdo tornando-se
incompativeis com o preco que o criador pode pagar sem que a produc¢ao deixe
de ser rentavel (FRISCH, 1999). Outro fator que impde a procura de novos
métodos € a crescente exigéncia do mercado consumidor por alimentos com
niveis cada vez menores de residuos quimicos (RODRIGUEZ et al., 1995).

Formas alternativas tem se concentrado no cultivo e rotacdo de pastagens
(BARROS e EVANS, 1989), selecao de bovinos resistentes (ANGUS, 1996),
manejo de predadores naturais (GONZALES, 1995), controle imunolégico, através
do desenvolvimento de vacinas poli-imunogénicas (TELLAM, 2002) e, em menor
escala, no controle biolodgico, através do uso de organismos entomopatogénicos
(MONTEIRO et al., 1998).



A questao da raga bovina também é muito importante, pois a resisténcia ao
parasito aumenta com a maior porcentagem de genes do Bos indicus (zebu). O
oposto é observado com a introdugao de ragas européias. Mecanismos de defesa
incluindo autolimpeza, coloragado da pelagem e respostas imunolédgicas do bovino
também estdo envolvidos na reducéo de carrapatos (ANDRADE, 1996).

De maneira geral, qualquer estratégia de controle deve ser baseada em
conhecimentos sobre a biologia, ecologia, genética, bioquimica, fisiologia e
imunologia tanto do parasita quanto do hospedeiro e suas interagdes. Durante a
implementacdo de um mecanismo estratégico de controle, deve-se levar em
consideracdo também as condicdes climaticas e o tipo de manejo de cada regido
(FOIL et al., 2004).

Mecanismos de Resisténcia

A resisténcia a pesticidas é definida, segundo a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS), como a habilidade de uma linhagem de um organismo tolerar
doses de toxicos que seriam letais pra a maioria dos individuos da populacéo.

O desenvolvimento de resisténcia recomenda dosagens maiores de
produto quimico para o controle. O aumento da dosagem e a utilizagdo de
carrapaticidas mais potentes causam varios problemas, incluindo toxicidade aos
animais, ocorréncia de residuos nos alimentos e contaminagcdo ambiental
(BIANCHI et al., 2002).

Mecanismos de resisténcia podem ser comportamentais, fisioldgicos ou
bioquimicos. Mecanismos comportamentais s&o determinados por acdes
(irritabilidade, xenofobia ou exofilia) que influenciam na resposta a pressées
seletivas exercidas pelo pesticida, aumentando a habilidade de uma populacao
em evitar os efeitos letais dos compostos. Mecanismos fisioldgicos estdo
relacionados com a redugédo da penetragcédo cuticular (redugdo na absor¢ao do
pesticida) e os mecanismos bioquimicos devem-se, principalmente a acado de
enzimas detoxificativas ou insensibilidade do sitio de acado (HE et al., 2002). As
principais enzimas envolvidas em detoxificagdo sdo as monooxigenases

dependentes do citocromo P450, glutationa-S-transferases (GSTs) e esterases,



representadas por membros de familias multigénicas (GUERRERO et al., 1999;
COSSIO-BAYUGAR et al., 2002).

A origem genética da resisténcia tem sido muito estudada e, alguns autores
demonstraram que esse fendbmeno pode originar-se a partir de amplificagédo
génica, mutagbes de ponto e aumento na transcricdo de genes estruturais,
resultando na superexpressao de enzimas detoxificativas e aumento do
metabolismo do pesticida (VULULE et al., 1999). Em uma populagéo, geralmente
ocorre a combinagao de varios mecanismos resultando na expressao global da
resisténcia.

Mutacdes de ponto podem ocorrer nos genes que codificam, por exemplo,
para as subunidades dos canais de sodio, subunidade do receptor GABA, que
controla os canais de cloro, mutagdes em genes codificadores de esterases e,
ainda, mutagdes nos genes que codificam para oxidases e glutation S-
transferases (HEMINGWAY, 2002). MUTERO et al. (1994) identificaram mutacdes
de ponto no gene que codifica para a acetilcolinesterase (AChE) em linhagens
mutantes de D. melanogaster resistentes a organofosforados e demonstraram
que altos niveis de resisténcia sdo obtidos pela recombinacdo entre mutagdes
isoladas pré-existentes, contribuindo para a combinacido de varias mutacbes em
uma mesma proteina e favorecendo a aquisicdo de resisténcia. Mutagdes no
gene de canal de sodio também foram descritas conferindo sitios de
insensibilidade a piretréides (SODERLUND e LEE, 2001). HE et al. (1999)
trabalhando com cepas de B. microplus identificaram, em cepas altamente
resistentes a piretréides, uma mutagcdo de ponto na regido 111IS6 havendo uma
substituicdo de T por A, a qual resultou na alteracdo do aminoacido fenilalanina
para isoleucina.

A amplificacdo de genes para esterases pode, também, ocorrer
simultaneamente numa populacido possibilitando uma resisténcia controlada por
varios mecanismos (HEMINGWAY, 2000). A resisténcia a pesticidas através da
superproducdo de esterases, devido a amplificagdo génica foi evidenciada em
varias espécies de insetos, incluindo o afideo Myzus perspicae (DEVONSHIRE et
al.,1993) e mosquitos do género Culex (KETTERMAN et al., 1992).



Esterases

Esterases sao hidrolases que atuam sobre ésteres endogenos e exdgenos.
As esterases pertencem a um grupo de enzimas que hidrolisam,
preferencialmente, ésteres de acidos carboxilicos, podendo atuar também sobre
outros substratos que contenham ligagdes amidas (OAKESHOTT et al., 1993).

Estas enzimas estdo relacionadas com atividades fisiolégicas em
artropodes: regulagdo dos niveis de hormdnio juvenil (HIDAYAT e GOODMAN,
1994), processos digestivos (ARGENTINE e JAMES, 1995), comportamento
reprodutivo (LABATE et al., 1990), funcionamento do sistema nervoso (VILLATE e
BACHMANN, 2002), resisténcia a pesticidas (NABESHIMA et al., 2004) e
metabolismo de agroquimicos (WHEELOCK et al., 2005).

A atividade das esterases € demonstrada utilizando-se métodos
histoquimicos de coloracdo com substratos sintéticos, como por exemplo, ésteres
de naftol, sendo o a- e o - naftil acetatos os mais utilizados (BREWER, 1970).

A taxonomia proposta por ALDRIGDE (1953) é baseada nas interagdes
dessas enzimas com inseticidas organofosforados. Esterases que hidrolisam
estes compostos, incluindo aquelas contendo uma cisteina acilada em seu sitio
ativo, sdo chamadas A-esterases. Esterases que sao inibidas por OPs e possuem
um residuo de serina no sitio ativo, sao classificadas como B-esterases e aquelas
que nao sao inibidas por OPs, mas ndo degradam estes compostos sao
chamadas de C-esterases. DEVONSHIRE (1975) classificou essas enzimas com
base na sua mobilidade em géis de eletroforese e VAUGHAN e HEMINGWAY
(1995) usaram como critério, a preferéncia pelos substratos o e B-naftil acetatos.

Outra classificagcdo baseia-se na sensibilidade a diferentes inibidores,
dividindo as esterases em quatro classes (HOLMES e MASTERS, 1967;
OAKESHOTT et al, 1993): 1. Arilesterases: inibidas somente por agentes
sulfidrilicos e cations metalicos bivalentes como Hg+2 e o Cu*?, com preferéncia
por substratos aromaticos; 2. Carboxilesterases: inibidas somente por
organofosforados e com preferéncia por ésteres alifaticos de cadeia longa; 3.
Colinesterases: inibidas por organofosforados e sulfato de eserina e preferéncia
por substratos carregados (como ésteres de colina). 4. Acetilesterases: nao sao

afetadas por nenhum dos inibidores e, geralmente, preferem substratos alifaticos,



derivados do acido acético. Os testes de inibicdo, para caracterizagao bioquimica
de esterases, tém sido importantes para o entendimento dos diferentes processos
fisioldgicos nos quais essas enzimas atuam.

Carboxilesterases (CaEs) e acetilcolinesterases (AChEs) sdo as mais
caracterizadas dentro do grupo. Essas enzimas podem ser utilizadas como
biomarcadores da exposicdo a pesticidas, para deteccdo da presenca e
toxicidade de residuos de inseticidas usados na agricultura e como componentes
de programas de monitoramento ambiental. Estudos envolvendo a atividade de
CaEs na detoxificacdo de Pls e OPs vem sendo realizados em varias espécies de
peixes e moluscos (WOGRAM et al., 2001; BONACCI et al., 2004) e em algumas
espécies de plantas (DE CARVALHO et al., 2003), como bioindicadores de
poluicdo. A atividade de esterases também tem sido relacionada ao metabolismo
de drogas farmacéuticas, inclusive de agentes antitumores (ALIMONT et al.,
2004). Outras aplicagbes dessas enzimas seriam: prote¢cao a exposi¢cao a vapores
quimicos (MAXWELL e BRECHT, 2001) através da detoxificagdo de agentes
toxicos (pesquisa relacionada ao terrorismo) € no tratamento de pacientes com
overdose de cocaina (BENCHARIT et al., 2003).

Alguns trabalhos indicam uma origem comum devido a alta similaridade
entre sequéncias de CaEs e AChEs (MIKHAILOV e TORRADO, 2000), que séo
conservadas evolutivamente (SATOH e HOSOKAWA, 1998) e organizadas em
uma unica familia multigénica (OAKESHOTT et al., 1999).

Acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima que catalisa a hidrélise do
neurotransmissor acetilcolina, finalizando a transmissao do impulso nervoso e
permitindo a repolarizagdo da membrana pos-sinaptica. Inseticidas,
principalmente carbamatos e organofosoforados atuam como inibidores da AChE.
Alteracbes da AChE para uma forma insensivel tém sido demonstradas como
mecanismo de resisténcia em varios artrépodes —praga (Li et al., 2004). Alguns
trabalhos sugerem que essa enzima seja codificada por apenas um gene, como
na mosca de frutas Drosophila melanogaster (WEILL et al., 2002). A presenca de
varias isoformas sugere que nos artropodes, pelo menos dois genes estdo
envolvidos. No afideo Myzus persicae, foram identificados dois genes
codificadores para AChE (NABESHIMA et al, 2003) e no nematodide

Caenorhabditis elegans, estas enzimas sao codificadas por quatro genes



(GRAUSO et al., 1998), os quais produzem enzimas com diferentes atividades
cataliticas. No carrapato bovino B. microplus, dois genes codificando duas formas
diferentes de AChE foram identificados e sequenciados (BAXTER e BARKER,
2002). Recentemente, um terceiro cDNA, provavelmente codificando uma AChE,
foi identificado nessa espécie (TEMEYER et al., 2004).

Carboxilesterases (CaEs) sdo enzimas que hidrolisam compostos contendo
ligacdes éster de acidos carboxilicos a seus produtos correspondentes (alcool e
acido). E sao importantes no metabolismo e detoxificagdo de muitos compostos
enddgenos e xenobidticos, incluindo piretroides e organofosforados, reduzindo-os
a compostos menos toxicos (WHEELOCK et al., 2004). OPs nao sao, geralmente,
substratos para esterases, mas atuam se ligando estereoquimicamente a CaEs e
AChEs (CASIDA e QUISTAD, 2004).

Um grande numero de pesquisas tem demonstrado que muitas CaEs tém
uma afinidade maior por OPs do que as AChEs, indicando que CaEs podem ser
inibidas preferencialmente, atuando como uma rota detoxificativa alternativa,
Dessa maneira, CaEs atuam como um mecanismo protetor da inibicdo de AChEs
(O'NEILL et al., 2004). Além disso, CaEs atuam tanto sobre OPs como sobre Pls
€ a exposi¢ao simultdnea a ambos causa uma toxicidade sinergistica.

A resisténcia a pesticidas envolvendo carboxilesterases e
acetilcolinesterases foi descrita para mais de 30 espécies de insetos de
importadncia médica, veterinaria e agricola (HEMINGWAY e KARUNARATNE,
1998). Na mosca Lucilia cuprina (CAMPBEL et al., 1998) e no mosquito Aedes
aegpty (FLORES et al., 2005), altos niveis de resisténcia ao malation foram
relacionados com CaEs. Estudos com varios insetos tém demonstrado a relagao
entre atividade alterada da AChE com resisténcia a OPs e CAs (WALSH et al.,
2001; WEILL et al., 2003; NABESHIMA et al., 2004). No afideo Aphis gossypii,
duas mutagdes, uma no gene da AChE-1 (ace 1) e outra no gene da AChE-2 (ace
2) foram atribuidas a sensibilidade reduzida da enzima e associadas a resisténcia
a inseticidas (LI e HAN, 2004).

No carrapato bovino B. microplus, a resisténcia a acaricidas envolvendo
carboxilesterases e acetilcolinesterases foi investigada por varios autores
(VILLARINO et al., 2001, VILLARINO et al., 2003). WRIGHT e AHRENS (1988)

demonstraram a relagédo do aumento da atividade da AChE com a resisténcia a
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OPs em linhagens mexicanas de B. microplus. BAXTER e BARKER (1998)
isolaram um cDNA da AChE (AChE 1) e concluiram que a resisténcia a OPs, em
linhagens australianas de carrapatos, nao esta relacionada a mutagdes nos alelos
desse gene e sugeriram que modificagdes pds-traducionais, codificando uma
enzima insensivel ou, ainda, a presengca de um segundo gene para AChE
poderiam estar relacionados a resisténcia. JAMROZ et al. (2000) indicaram uma
detoxificacdo metabdlica de Pls por CaEs como mecanismo de resisténcia em
linhagens mexicanas de B. microplus e sugeriram que a atividade aumentada
dessa enzima pode ser resultado de duplicacdo génica, levando a
superexpressao e consequente aumento na hidrélise do acaricida. Uma mutagao
de ponto em um gene de uma CakE foi identificada nestas linhagens e associada a
resisténcia a Pls (HERNANDEZ et al, 2000). Posteriormente os mesmos autores
em 2002 detectaram um transcrito de CaE com uma mutagdo de ponto, que foi
mais abundante na linhagem de Boophilus microplus resistente. BAXTER e
BARKER (2002) identificaram e sequenciaram dois genes codificadores de AChE
em linhagens australianas de carrapatos resistentes e LI et al. (2005)

identificaram uma AChE insensivel a OPs em uma linhagem resistente.

Métodos de Deteccao de Resisténcia

Atualmente, a FAO (Food and Agriculture organization) preconiza dois
métodos de deteccgao, in vitro, de resisténcia (KEMP et al., 1998) em carrapatos:
Larval Packet Test, em larvas e Adult Imersion Test, em fémeas adultas.

O Adult Imersion Test (AIT) ou Biocarrapaticitograma (DRUMOND et al.,
1973) consiste em coletar fémeas completamente ingurgitadas (teleéginas), pesa-
las e separa-las em placas de Petri, por peso. As teledginas sao imersas no
acaricida, na dosagem recomendada pelo fabricante, por 3 minutos. Em seguida,
sao retiradas e secas em papel de filtro. Posteriormente, sao fixadas com o ventre
para cima em placas de Petri e mantidas em condi¢des idéias de temperatura (27°
C) e umidade (80%) para postura dos ovos. Apds a postura completa, é realizada
uma avaliagao visual da quantidade de teledginas vivas e de ovos viaveis.

O Larval Packet test (LPT) consiste em colocar uma quantidade de larvas

(100 a 300) em contato com papéis impregnados com varias diluigdes do principio
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ativo do produto, em condicdes ideais de temperatura e umidade. Depois de
determinado tempo, os papéis sdo abertos e é feita uma contagem do numero de
larvas vivas e mortas. Teledginas ou larvas tratadas com agua sao usadas em
ambos os testes, como controle.

Técnicas fundamentadas na bioquimica e na biologia molecular estédo
sendo, atualmente, utilizadas como ferramentas auxiliares na detecgdo da
resisténcia (PRUETT, 2002). A identificagdo de genes que se expressam
diferencialmente em individuos sensiveis e resistentes constitui-se em uma
ferramenta valiosa na avaliagdo dos niveis da resisténcia em uma populagao,
auxiliando nos programas de manejo e controle. Pesquisas de carater aplicado
buscam, via produtos desses genes, metodologias mais eficazes de controle,

tanto do estagio adulto como das fases imaturas do carrapato.
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OBJETIVOS

1. Comparar os padrbes de atividade esterasica entre os estagios do ciclo de
vida de Boophilus microplus para subsidiar futuras pesquisas de controle

durante as fases imaturas do carrapato.

2. Analise bioquimica da resisténcia a organofosforados e piretrdides associado a

atividade de esterases em linhagens brasileiras de B. microplus.

3. Analise molecular da resisténcia a acaricidas através do rastreamento de

mutacdes em uma provavel carboxilesterase de B. microplus.
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CAPITULO 1
PERFIL DE ATIVIDADE ESTERASICA NO DESENVOLVIMENTO POS-
EMBRIONARIO DO CARRAPATO BOVINO Boophilus microplus
(ACARI: IXODIDAE)
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RESUMO

O carrapato bovino Boophilus microplus € uma das principais pragas nas
regides tropicais e subtropicais, causando grandes prejuizos a pecuaria. O
método tradicional de controle € baseado no uso de pesticidas, cujo uso
indiscriminado levou a selecao de resisténcia aos efeitos letais dessas
substancias. Esterases sao hidrolases amplamente estudadas e associadas a
resisténcia a acaricidas em B. microplus. Neste trabalho, realizou-se uma analise
por eletroforese em gel de poliacrilamida nativo (PAGE) do padrao de atividade
esterasica nos estagios de desenvolvimento de B. microplus, utilizando coloragéo
especifica para esterases. Os resultados mostraram a presenga de nove regides
com atividade esterasica, coradas tanto pelo a-naftil acetato como pelo B-naftil
acetato e definidas como a-f-esterases. Foram detectadas esterases estagio-
especificas, sendo que os estagios de larva e de ninfa de 1°. estadio foram os que
mostraram maior atividade esterasica durante todo o desenvolvimento. Uma
esterase, denominada EST-4, foi detectada apenas em machos e considerada
sexo-especifica. Os dados contribuem com informagdes que podem ser Uteis em

futuras pesquisas e programas de controle.

PALAVRAS-CHAVE: resisténcia a acaricidas, Boophilus microplus, esterases,

ciclo de vida.
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ABSTRACT

The Boophilus microplus tick is one of the main pests_of cattle raising in the
tropical and subtropical regions, causing great damages to livestock. The
traditional method of control is based on the intensive use of pesticides. However,
the indiscriminate use of these compounds led to the selection of resistance to
their lethal effects. Esterases are hydrolases which have been widely studied and
associated to the acaricide resistance in B. microplus. In this work, esterase
patterns were compared among the life cycle stages of B. microplus, in non-
denaturing polyacrilamide gel electrophoresis (PAGE), using specific staining for
esterases. Electrophoretical results indicate the presence of nine regions
displaying esterase activity stained by a-naphtyl acetate and also by B-naphtyl
acetate, which were classified as o-p-esterases. Specific esterases from each
stage were detected. The larval and ninfal of 1% stage were the stages with greater
esterase activity during the development. An esterase, named EST-4, was
detected only in males and considered sex-specifical. These data contribute with

information which can be useful in future researchs and control programs.

KEY-WORDS: acaricide resistance, Boophilus microplus, esterases, life cycle.
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INTRODUGAO

O carrapato bovino Boophilus microplus € um dos ectoparasitos mais
importantes para a agropecuaria brasileira, sendo responsavel, segundo o
Ministério da Agricultura, por perdas de dois bilhdes de ddlares ao ano (GRISI et
al., 2002). Esse parasita € responsavel por inumeros prejuizos a bovinocultura
devido a perdas na producao de leite, natalidade, peso, aumento da mortalidade,
consumo de carrapaticidas e danos a industria do couro. Além disso, B. microplus
€ o principal vetor de Babesia e Anaplasma, agentes causadores da Tristeza
Parasitaria Bovina (DE CASTRO, 1997).

O método tradicional de controle do carrapato é baseado principalmente no
uso de acaricidas: derivados arsenicais, organofosforados, amidinas, carbamatos
e piretréides. O uso indiscriminado destes compostos levou a selecao de
linhagens resistentes aos efeitos letais destas substancias, ao aparecimento de
residuos quimicos nos produtos de origem animal (carne e leite) e a poluicao
ambiental (FOIL et al., 2004).

O ciclo bioldgico de B. microplus apresenta uma fase parasitaria na qual
passa pelos instares de larva, ninfa e adulto, todos em um uUnico hospedeiro e
uma fase de vida livre que se inicia com a queda das fémeas ao solo e culmina
quando as larvas encontram um hospedeiro. A cada postura, uma fémea produz
de 2000 a 3000 ovos (FURLONG, 1993). As larvas recém eclodidas migram para
as pontas da vegetagdo para localizar o hospedeiro. Apds fixagdo, a larva
alimenta-se inicialmente de plasma e linfa, iniciando a metamorfose (metalarva). A
metalarva realiza ecdise para ninfa (ninfa 1) em cerca de sete dias. Nesta fase, a
alimentagao consiste de linfa, plasma e sangue até a transformagdo em metaninfa
(ninfa 2), periodo que se prolonga por sete dias e apds nova ecdise ocorre a
diferenciagdo sexual. A metaninfa pode se transformar em machos (neandros)
que se queratinizam dando origem aos gonandros ou dar origem a fémeas
(nedginas). No estagio adulto, a fémea inicia o repasto sanguineo, realiza a
copula (partendgina) e aumenta o volume sanguineo até que a fémea totalmente
ingurgitada (teledgina) cai no solo. O ciclo de vida parasitario tem uma duragao
média de 21 dias. O macho permanece no bovino, sobrevivendo um tempo até
duas vezes maior do que as fémeas (CORDOVES, 1997).
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As esterases pertencem a um grupo de enzimas hidroliticas altamente
variaveis e multifuncionais. Nos artréopodos, estas enzimas estdo relacionadas
com atividades fisiologicas como regulagdo dos niveis de Horménio Juvenil
(HIDAYAT e GOODMAN, 1994), desenvolvimento ontogenético (BITONDI e
MESTRINER, 1983), processos digestivos (ARGENTINE e JAMES, 1995),
comportamento reprodutivo (LABATE et al., 1990), funcionamento do sistema
nervoso (VILLATE & BACHMANN, 2002) e resisténcia a pesticidas (HEMINGWAY
et al., 2002; LI et al., 2005).

Carboxilesterases e acetilcolinesterases estdo associadas a resisténcia a
pesticidas em artropodos (GUERRERO et al.,1999). Em B. microplus, BAXTER e
BARKER (1998) demonstraram a relagdo entre resisténcia a organofosforados
(OPs) e a atividade alterada da acetilcolinesterase (AChE) em uma linhagem
australiana e JAMROZ et al. (2000) verificaram aumento na atividade da
carboxilesterase em uma linhagem mexicana de carrapatos resistentes a
piretréides. Mutagdes de ponto foram também detectadas nos genes que
codificam para essas enzimas (HERNANDEZ et al., 2000; 2002). Nao existem
dados na literatura sobre o padrdo de esterases durante o ciclo de
desenvolvimento de B. microplus. Neste estudo, realizou-se uma analise do perfil
esterasico nos estagios de desenvolvimento de B. microplus, a fim de contribuir
com conhecimentos bioldgicos que possam auxiliar em futuras pesquisas de

controle durante as fases imaturas do carrapato.
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MATERIAL E METODOS

Material Biolégico

Para a andlise do padrdao esterasico durante o desenvolvimento pds-
embrionario de Boophilus microplus (larvas, ninfas e adultos machos e fémeas),
utilizou-se uma cepa de referéncia sensivel, cepa MOZZO, originaria do Uruguai,
e que foi mantida na auséncia de pressao acaricida durante multiplas geracdes.
Esta cepa foi cedida pelo Laboratério Experimental de Parasitologia da Vallée S/A
(Uberlandia-MG), onde vem sendo mantida sob condicdes adequadas de
temperatura (27° C) e umidade (80%).

Preparagao das Amostras e Determinagao de Proteina Total

Um pool de amostras de cada fase (50 mg) foi macerado em nitrogénio
liquido e solubilizado em tampao fosfato de sédio (0,01M, pH 6,5, contendo
glicerol a 10%, azul de bromofenol a 0,001%, sacarose a 20%, EDTA 0,001M e
Triton X-100 a 0,5%) e submetido a centrifugagédo a 15.000g por 15 minutos a
4°C. Fémeas adultas (teledginas), pesando 50mg, foram previamente lavadas em
tampao PBS 0,15M e maceradas individualmente. O pellet foi descartado e o
sobrenadante, contendo proteinas soluveis, foi coletado. A dosagem de proteinas
foi realizada pelo método de BRADFORD (1976). A absorbancia foi lida a 595nm
em espectrofotdmetro Hitachi U-2000 e a concentragdo média de proteina nos
extratos foi determinada a partir de curva padrédo utilizando albumina sérica
bovina. A quantidade de proteina total foi expressa em miligramas de proteinas

por grama de amostra.

Eletroforese e Atividade esterasica

Os testes enzimaticos foram realizados por eletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢des nao-desnaturantes, de acordo com o método de
LAEMMLI (1970), utilizando-se gel de separacao a 12% e de empilhamento a 5%,
preparados em tampao Tris-HCI 0,375M, pH 8,8. Foram aplicados 100ug de
proteina total por amostra. A eletroforese foi conduzida a uma amperagem
constante de 40 mA, em tampao de corrida Tris (0,087M) - Glicina (0,013M) pH

8,3, por 3 horas em camara fria.
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Apoés a separacgao eletroforética, a identificagdo das esterases foi realizada
de acordo com o método de LAPENTA et al. (1998). Os géis foram pré-incubados
em tampéo fosfato de sédio 0,1M, pH 6,5 por cerca de 45 minutos a 37° C e, em
seguida, submetidos a coloragdo com a e/ou B naftil acetato, como substratos
sintéticos. As atividades a e B esterases foram visualizadas nos géis como
bandas de coloragao preta e vermelha, indicando a hidrdlise preferencial do a ou
do B-naftil acetato, respectivamente. A reacdo de coloracido foi realizada no
escuro, a 37° C por 1 hora, em uma solugdo contendo 30 mg de a e/ou de B naftil
acetato, previamente diluidos em 1mL de acetona e combinados com uma
solucéo recém-preparada e filtrada de 85 mg de Fast Blue R/R Salt em 100 mL de
tampéao fosfato de sédio 0,1M , pH 6,5. As bandas com atividade esterasica foram

numeradas a partir da extremidade anddica do gel.

Caracterizagcao Bioquimica com Inibidores

A caracterizagao bioquimica das esterases foi realizada por meio de testes
com os seguintes inibidores: sulfato de cobre 1.0 mM, p-cloromercuribenzoato
1.0mM (pCMB), malation 0.4 mM, sulfato de eserina 1.0 mM e fluoreto de
fenilmetilsulfonila 1.0 mM (PMSF). Os inibidores foram testados separadamente
na pré-incubagao e nas solugdes de coloragao. Os géis foram pré-incubados por
30 minutos, no escuro, em tampéo fosfato de sédio (0.1M, pH 6.5) contendo o
inibidor e, entédo, corados para deteccéo de atividade esterasica em presenca do
inibidor. Um volume equivalente a 0.4 mM de uma solugéo comercial de malation
foi adicionado diretamente na pré-incubacao e na solugao de coloragcdo. O PMSF
foi dissolvido em 1 mL de methanol e o pCMB em 1 mL de NaOH, 0.1M, pH 8.0,
antes do uso. Sulfato de eserina e sulfato de cobre foram adicionados diretamente
as solucdes de pre-incubacao e coloracdo. De acordo com a classificacdo de
OAKESHOTT et al. (1993), as esterases inibidas pelo malation (organofosforado)
e pelo sulfato de eserina (carbamato) foram classificadas como
acetilcolinesterases. Esterases inibidas apenas pelo malation foram consideradas
carboxilesterases. Sulfato de cobre e pCMB foram utilizados como inibidores de

arilesterase e o PMSF foi utilizado como inibidor de serino-esterases.
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RESULTADOS

Identificagdao das regioes com atividade esterasica

Nos diferentes estagios de B. microplus foram detectadas nove regides
com atividade esterasica utilizando-se a-naftil acetato como substrato, numeradas
de EST-1 a EST-9, a partir da extremidade anddica do gel, sendo a banda
correspondente a EST-1 a de migragdo mais rapida (Figura 1). As bandas
identificadas quando coradas simultaneamente em presenga dos substratos a e
naftil-acetatos, coraram-se de preto, indicando a hidrolise preferencial pelo a
naftil-acetato. Géis corados com cada substrato separadamente mostraram o
mesmo padrdo, nao ocorrendo bandas especificas, sendo as enzimas

classificadas como a-f esterases (dados ndo mostrados).
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Figura 1: Padréao de esterases durante o desenvolvimento pds-embrionario de

— T

B. microplus. Gel de poliacrilamida nao desnaturante e coloragao com a naftil-
acetato. L — larvas; N1- ninfas; N2- metaninfas; N3- nedginas; T- teleégina; M-

machos.

Padroes de Inibigcao

Os resultados dos testes com inibidores para a caracterizagao bioquimica
das esterases detectadas nos diferentes estagios do ciclo de vida do carrapato B.
microplus estdo representados na Tabela 1. Os graus de inibicdo apresentados
estdo classificados de acordo com a diminuicdo da intensidade das bandas.
Nenhuma das esterases detectadas foi afetada pelo sulfato de cobre ou pelo
pCMB. Sulfato de eserina inibiu completamente a atividade das EST-1, EST-2,

EST-3 e EST-4, que foram também fortemente inibidas pelo malation e pelo
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PMSF, sendo classificadas como acetilcolinesterases. As enzimas EST-5 e EST-6
apresentaram um grau de inibicio menos acentuado pela eserina e foram
fortemente afetadas pelo malation e PMSF, sendo também classificadas como
acetilcolinesterases. As enzimas EST-7, EST-8 e EST-9 foram inibidas pelo

tratamento com malation e com PMSF e classificadas como carboxilesterases.

Tabela 1 — Efeito de inibidores sobre as esterases detectadas durante o

desenvolvimento de B. microplus.

Esterases Cobre pCMB Malation Eserina PMSF Classificagcao

EST-1 - - +++ +++ +++ AChE
EST-2 - - +++ +++ +++ AChE
EST-3 - - +++ +++ +++ AChE
EST-4 - - +++ +++ +++ AChE
EST-5 - - +++ ++ +++ AChE
EST-6 - - +++ ++ +++ AChE
EST-7 - - +++ - ++ CaE
EST-8 - - +++ - ++ CaE
EST-9 - - +++ - ++ CaE

(-) auséncia de inibigao; (+,++,+++) niveis crescentes de inibigao.
AChE: acetilcolinesterase.

CakE: carboxilesterase.

Padrao de esterases durante o desenvolvimento

A analise eletroforética revelou diferencas no padrdao de atividade
esterasica contra o a-naftil acetato nas fases imaturas durante o ciclo biolégico do
carrapato bovino B. microplus (Figura 1). Dois alelos correspondentes as
esterases EST-8 e EST-9, foram expressos durante todo o desenvolvimento
ontogenético. Em larvas (L), foi possivel detectar cinco regides com atividade
esterasica, EST-9, EST-8, EST-5, EST-2 e EST-1, sendo que a atividade da
esterase EST-5 se estende até ninfas de 1° estadio (N1). As bandas
correspondentes as enzimas EST-1 e EST-2 foram detectadas somente em

larvas, sendo consideradas larva-especificas.
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O estagio de ninfa foi subdividido em trés sub-estagios, de acordo com o
grau de ingurgitamento e tamanho, sendo denominados de N1 (ninfas de 1°
estadio), N2 (ninfas de 2° estadio ou metaninfa) e N3 (ninfas de 3° estadio ou
nedginas). Em ninfas N1, verificou-se cinco regides de atividade esterasica, EST-
9, EST-8, EST-7, EST-5 e EST-3. A EST-7 se mantém presente também em
metaninfa (N2) e a EST-5 é compartilhada com larvas. A EST-3 mostrou atividade
apenas nos trés sub-estagios de ninfa e foi considerada ninfa-especifica. Em
metaninfas (N2), ocorrem quatro esterases, EST-9, EST-8, EST-7 e EST-3, e em
ninfas de 3° estadio ou neodginas (N3) foram detectadas as regides
correspondentes a atividade das enzimas EST-9, EST-8 e EST-3. Em fémeas
adultas completamente ingurgitadas (teledginas), o numero de regibes com
atividade esterasica continua menor, sendo detectadas trés esterases, EST-9,
EST-8 e EST-6. Em machos adultos (gonandros) foi possivel verificar quatro
regides, sendo as regides das esterases EST-9, EST-8 e EST-6 compartilhadas
com teleéginas e a EST-4 presente somente nos machos (sexo-especifica). A
EST-6 ocorreu somente em teledginas e machos, sendo considerada adulto-

especifica.
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DISCUSSAO

No Brasil, o carrapato bovino B. microplus representa um grande problema
para a bovinocultura por ser um agente debilitante e vetor de hemoparasitas
altamente virulentos. O controle deste carrapato tem se tornado dificil em funcao
da selecao de resisténcia a acaricidas. Programas de manejo tém aumentado o
interesse no desenvolvimento de pesquisas sobre a biologia deste parasita para
subsidiar programas de controle. Nesse estudo, o padrao de expressao génica de
esterases durante o desenvolvimento de B. microplus foi analisado por
eletroforese em gel de poliacrilamida.

Foram detectadas nove regides com atividade esterasica (EST-1 a EST-9)
durante a ontogénese de B. microplus (Figura 1). Em virtude de terem sido
utlizados pools de cada fase, é possivel que esteja ocorrendo sobreposi¢céo de
alelos, ndo sendo possivel identificar variagdes individuais.

Nesse trabalho, as bandas referentes as esterases EST-9 (locus est 7) e
EST-8 (locus est 6) estdo presentes em todos os estagios de desenvolvimento de
B. microplus e exibem elevada intensidade de coloracdo. Esta distribuicdo
homogénea em todas as amostras reflete a importancia funcional destas enzimas,
demonstrando uma atividade génica constante e elevada durante todo o ciclo de
vida, sendo consideradas como produtos de genes housekeeping. Enzimas
housekeeping sao enzimas que se expressam constitutivamente, na maioria da
populagao, durante todo o desenvolvimento, envolvidas em atividades fisiologicas
essenciais e sao codificadas por genes designados como housekeeping.
TOWNSON (1972) e LIMA-CATELANI et al. (2004) descreveram estas
caracteristicas para bandas esterasicas de A. aegypti detectadas em todas as
fases do desenvolvimento por eletroforese em gel de amido e poliacrilamida. Nos
testes com inibidores, estas enzimas foram classificadas como carboxilesterases
(Tabela 1). Carboxilesterases estdo associadas com processos fisiologicos de
sintese da parede cuticular (SUDDERUDIN AND TAN, 1973) e regulagdao dos
niveis de Hormonio Juvenil (SPARKS et al., 1979), processos importantes durante
os estagios imaturos do carrapato, relacionados a regulagdo do desenvolvimento.

Essas enzimas podem atuar, também, como sitios de fosforilacdo alternativos
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durante o processo de intoxicagcao por acaricidas organofosforados (WATSON e
CHAMBERS, 1996).

Diferengas nos padrdes de esterases entre os estagios refletem expressao
génica diferencial da produgcdo de proteinas importantes ndo sé para a
manutencdo do estagio em si como para a sintese de proteinas que
desencadeiam processos de metamorfose. A analise eletroforética revelou
diferengas nas atividades dessas enzimas entre as fases durante o ciclo bioldgico
do carrapato B. microplus (Figura 1).

As regides de atividade das enzimas EST-1 e EST-2, codificadas pelo
locus est 1, foram consideradas larva-especificas e classificadas como
acetilcolinesterases. Nesse estagio de desenvolvimento, a larva esta migrando na
planta em busca do hospedeiro e, portanto, torna-se alvo facil de acaricidas.
Acetilcolinesterases associadas a organofosforados ja foram detectadas em
larvas de B. microplus e relacionadas a resisténcia a acaricidas (WRIGH e
AHRENS, 1988; BAXTER e BARKER, 2002).

A enzima EST-5, classificada com base nos testes com inibidores como
uma acetilcolinesterase, pode estar relacionada com requerimentos funcionais do
inicio do desenvolvimento, visto que foi identificada somente em larvas e ninfas
de 1° estadio. A esterase EST-7, classificada como uma carboxilesterase, esteve
presente somente nos estagios iniciais de ninfa (N1 e N2), podendo estar
relacionada com requerimentos necessarios durante o processo de
amadurecimento das ninfas. A EST-3, observada nos estagios de ninfa, metaninfa
e neoginas, foi classificada como acetilcolinesterase e, em fungcdo da sua
intensidade deve estar relacionada ndo somente aos requerimentos para
metamorfose, como também, para o desenvolvimento de estruturas de adulto.

Os estagios de larva e ninfa de 1°. estadio (N1) foram os que apresentaram
maior atividade esterasica, ndo s6 pelo niumero de variantes, mas, também, pela
intensidade de expressao do produto génico. Requerimentos esterasicos podem
ser maiores nessas fases iniciais do desenvolvimento do que nos outros estagios
devido ao alto nivel de ingestdo de alimento, metabolismo do hormdnio juvenil e
intensa atividade mitética. A EST-5, que comeca a se expressar em larva,

mantém atividade somente até ninfa 1 (N1), indicando que algumas
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caracteristicas juvenis estdo relacionadas com essa enzima. Detecta-se ai um
provavel alvo para acaricidas.

Em fémeas adultas (teledginas) e machos adultos (gonandros), foram
compartilhadas trés regides com atividade esterasica, EST-9, EST-8 e EST-6.
Essas enzimas esterasicas estdo provavelmente envolvidas com digestao,
fisiologia do sistema nervoso, reprodug¢ao, amadurecimento do aparato reprodutor
externo e desenvolvimento de gbnadas. A EST-6, considerada adulto—especifica,
pode estar envolvida com a transmissao do impulso nervoso. Seria importante
analisar como essa enzima se comporta frente aos acaricidas. Em fungao disso,
seria possivel propor como método alternativo de controle, a inibicdo dessa
esterase por droga que utiliza metodologia molecular de inibicdo do produto
protéico. Em machos adultos (gonandros), foi possivel verificar além das
esterases EST-9, EST-8 e EST-6 (em comum com teledginas), a esterase EST-4
(locus est 6) presente somente em machos e considerada sexo-especifica.
Esterases sexo-especificas ja foram detectadas em algumas espécies de
Drosophila. KAMBYSELLIS et al. (1968), descreveu a esterase F como produto
de um gene autossdmico, com expressao limitada ao sexo em D. aldrich e em D.
melanogaster, a EST-6 foi relacionada com o comportamento de acasalamento,
influenciando no macho a velocidade de formagcdo de um feroménio
antiafrodisiaco na fémea, a partir do fluido seminal do macho (RICHMOND et al.,
1986). O mesmo papel pode ser atribuido a EST-4 de B. microplus, classificada
como uma acetilcolinesterase. Essa hipotese baseia-se no fato de que a fémea
acasala-se com um unico macho e apds a cépula desprende-se do hospedeiro
para oviposicdo e em seguida, morre, enquanto que o macho se acasala com
varias fémeas. Um mecanismo de controle do parasita via macho estéril, poderia
ser pesquisado a partir da manipulagao da expressao dessa esterase.

Nesse trabalho, diferengas estagio-especificas e sexo-especificas no
padrdao de esterases foram detectadas durante o desenvolvimento pos-
embrionario do carrapato bovino B. microplus. Os dados contribuem com
conhecimentos sobre a biologia desse parasita que podem ser uteis em futuras

pesquisas e programas de controle.
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CAPITULO 2
PADRAO DE ESTERASES EM LINHAGENS SENSIVEIS, TOLERANTES E
RESISTENTES A PIRETROIDES E ORGANOFOSFORADOS EM UMA
POPULAGAO BRASILEIRA DE Boophilus microplus.
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RESUMO

O carrapato bovino Boophilus microplus € uma das principais pragas nas
regides tropicais e subtropicais, causando grandes prejuizos a pecuaria. O
método tradicional de controle é baseado no uso de pesticidas, cujo uso
indiscriminado levou a selegédo de resisténcia. Esterases representam um grupo
de enzimas amplamente estudadas e associadas a resisténcia a pesticidas. Neste
trabalho, realizou-se uma analise comparativa por eletroforese em gel de
poliacrilamida ndo desnaturante do padrao de esterases em fémeas adultas de B.
microplus de linhagens sensiveis, tolerantes e resistentes ao organofosforado
malation e de linhagens sensiveis, tolerantes e resistentes ao piretréide
deltametrina, provenientes de uma populagdo de uma fazenda da regido de
Uberlandia, MG, com histérico de resisténcia. Os resultados revelaram a presenca
de quatro regides com atividade esterasica contra o substrato a-naftil acetato,
designadas de EST-1 a EST-4. As esterases EST-3 e EST-4 foram observadas
em todas as linhagens e classificadas como carboxilesterases (CaEs) por meio de
testes de inibicdo. A esterase EST-2, classificada como acetilcolinesterase
(AChE) nos testes com inibidores, foi detectada em todas as linhagens, porém
apresentou grau crescente de intensidade de coloragdo, nas linhagens sensiveis,
tolerantes e resistentes, respectivamente, indicando produc¢ao alterada de acordo
com o nivel de resisténcia. A enzima EST-1, também classificada como AChE, foi
detectada exclusivamente nas linhagens tolerantes e resistentes a ambos
acaricidas, porém, apresentou maior atividade na linhagem resistente ao malation.
A quantificagao da atividade das enzimas EST-1 e EST-2 por densitometria 6ptica
confirmou o aumento da atividade dessas esterases de acordo com o nivel de
resisténcia. A analise mostrou, ainda, que a atividade dessas AChEs é maior nas
linhagens submetidas ao teste com malation quando comparadas com as
linhagens selecionadas pelo teste com deltametrina, indicando maior resisténcia a
organofosforados nessa populagdo. Os dados sugerem que as AChEs detectadas

representam importante estratégia de detoxificagcao a acaricidas.

PALAVRAS-CHAVE: B. microplus, resisténcia, acaricidas, esterases.
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ABSTRACT

The cattle tick Boophilus microplus is one of the main pests of tropical and
subtropical regions, causing great damages to cattle raising. The traditional
method of control is based on the intensive use of pesticides. However, its control
has become difficult because the intensive use of acaricides led to evolution of
resistance. Esterases are enzymes widely studied which have been reported to be
associated with acaricide resistance. In this work, esterase patterns were
compared among malathion and deltametrin-susceptible, tolerant and resistant tick
strains using non-denaturing polyacrilamide gel electrophoresis analysis.
Electrophoretical profiles revealed four bands displaying esterase activity against
a-naphtyl acetate, named EST-1 to EST-4. The esterases EST-3 and EST-4 were
detected in all strains and were classified as carboxylesterases in inhibitor studies.
The esterase EST-2, classified as an acetylcholinesterase in inhibitor tests, was
detected in all strains, but it has presented an increasing degree of staining, from
susceptible to resistant strains, indicating an altered production according to
resistance level. The enzyme EST-1, which was classified as an
acetylcholinesterase, was detected exclusively in tolerant and resistant strains to
both acaricides, however, it has been detected more intensively stained in
malathion-resistant strain. The quantitative analysis of the EST-1 and EST-2
activities by optical densitometry demonstrated the increase of the activity of these
enzymes according to the resistance level. These data suggest that the observed
acetylcholinesterase could represent an important detoxification strategy

developed to overcome the effects of acaricides.

KEY-WORDS: Boophilus microplus, resistance, acaricides, esterases.
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INTRODUGCAO

O carrapato bovino Boophilus microplus é o parasita mais importante para
a bovinocultura e esta presente nas regides tropicais e subtropicais de todo o
mundo. No Brasil, de acordo com o Ministério da Agricultura, esse carrapato é
responsavel por perdas de dois bilhdes de ddlares ao ano (GRISI et al., 2002),
nao somente pelo seu efeito direto na producéo de leite e progénie, mas também,
pela sua habilidade como vetor dos hemoparasitas causadores de Babesiose e
Anaplasmose (de CASTRO e NEWSON, 1993; CORDOVES, 1997).

O método tradicional de controle é baseado no uso intensivo de acaricidas
piretroides, organofosforados, carbamatos e formamidinas. Entretanto,
populagdes de B. microplus tém evoluido alguns mecanismos que permitem a
sobrevivéncia de alguns individuos a exposicdo ao tratamento com acaricidas
(FOIL et al., 2004). A selegao de resisténcia limita a eficacia dos programas de
controle baseados em acaricidas. Assim, a detec¢cao precoce da resisténcia é um
passo fundamental para o sucesso de programas de controle.

A origem genética da resisténcia tem sido investigada e, alguns autores
demonstraram que este fendmeno pode originar-se por amplificacdo génica e
mutacdes de ponto (VULULE et al., 1999; HE et al., 1999). A resisténcia em B.
microplus, assim como em muitos artropodes, pode ser atribuida a varios
mecanismos: redu¢ao na absorcao do pesticida, aumento da metabolizacao pelas
esterases, oxidases ou glutationa-transferases e modificagéo do alvo do pesticida
(ZHU et al., 2004, COSSIO-BAYUGAR et al., 2002).

Os mecanismos mediadores da resisténcia a piretroides (Pl) e
organofosforados (OPs) vém sendo amplamente estudados em insetos. Em
Drosophila melanogaster, MUTERO et al. (1994) identificaram mutag¢des de ponto
no gene da acetilcolinesterase (AChE) em linhagens resistentes a inseticidas
organofosforados e carbamatos. Mutagbées de ponto podem ocorrer também no
gene da subunidade do receptor GABA (acido gama-aminobutirico), genes do
canal de sodio, oxidades e glutationa-S-transferases (GSTs) (HEMINGWAY et al.,
2002). Outros mecanismos metabolicos de resisténcia incluem detoxificagéo
aumentada pela superexpressdo de enzimas, tais como citocromo P450
(cytP450s) e carboxilesterases (CaEs) (HE et al., 2002; WHEELOCK et al., 2005).
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Esterases representam um grupo de enzimas hidroliticas altamente
variaveis e multifuncionais. Nos artropodos, estas enzimas estdo relacionadas
com varias atividades fisiolégicas, como regulacdo dos niveis de Hormdnio
Juvenil (HIDAYAT e GOODMAN, 1994), processos digestivos (ARGENTINE e
JAMES, 1995), comportamento reprodutivo (LABATE et al., 1990), funcionamento
do sistema nervoso (VILLATE & BACHMANN, 2002) e resisténcia a pesticidas
(FRENCH-CONSTANT et al., 2004).

Estudos com carrapatos B. microplus resistentes a acaricidas
demonstraram que esterases, particularmente, CakEs e AChEs, estdo associadas
a resisténcia, envolvendo tanto o aumento da detoxificagdo metabdlica, bem
como a insensibilidade do sitio alvo (VILLARINO et al., 2001; LI et al., 2005).
BAXTER e BARKER (1998) demonstraram a relacéo entre a resisténcia a OPs e
a atividade aumentada da AChE em carrapatos australianos. Mutagcées de ponto
nos genes de CaEs e AChEs foram detectados nessa espécie e associadas a
resisténcia (HERNANDEZ et al., 1999, 2000). Em carrapatos B. microplus do
Texas (USA), VILLARINO et al. (2003) detectaram trés esterases, que foram
purificadas do tegumento de carrapatos adultos resistentes e caracterizadas como
carboxilesterases com base nos testes com inibidores. Esses autores verificaram
uma maior quantidade de atividade dessas enzimas na linhagem resistente. Neste
trabalho, perfis esterasicos de linhagens de fémeas adultas sensiveis, tolerantes e
resistentes ao malation e a deltametrina, provenientes de uma populagao
brasileira de B. microplus foram comparados com o objetivo de identificar
diferengas de expressao que pudessem refletir mecanismos de resisténcia a

acaricidas associados a atividade hidrolitica por esterases.
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MATERIAL E METODOS

Material Biolégico

Fémeas adultas (teledginas) de B. microplus de uma populagdo de campo
com alto nivel de resisténcia a acaricidas, obtidas em uma fazenda da regiao de
Uberlandia, MG, Brasil, foram coletadas (cerca de 500 individuos) e transportadas
ao Laboratorio de Genética da Universidade Federal de Uberlandia, onde foram
submetidos ao teste de deteccédo de resisténcia in vitro, preconizado pela FAO
(KEMP et al., 1998): Biocarrapaticitograma ou Adult Immersion Test (AIT)
(DRUMMOND et al., 1973), sob condi¢des ideais de temperatura e umidade, com

algumas modificagdes.

Teste de Resisténcia

Os pesticidas utilizados foram: deltametrina a 5% (piretrdide) e malation
(organofosforado) a 2,5%. Estes produtos foram cedidos pela Vallée S/A e
utiizados de acordo com as recomendagdes do fabricante nas dosagens
comerciais também usadas pelo produtor rural no campo. Em cada teste, 150
fémeas adultas, com peso médio equivalente, foram imersas por trés minutos na
solugéo contendo o acaricida diluido em agua (V/V). Apds a imersao, as fémeas
foram secas em papel absorvente e transferidas para placas de Petri, e aderidas
a placa com auxilio de fita adesiva. Os individuos foram mantidos em placas de
Petri a 27°C e 80% de umidade para monitoramento da sobrevivéncia e
oviposicdo. O grupo Controle constou de 150 fémeas imersas em &gua e
monitorado da mesma maneira que o grupo tratado.

Apos o teste, os carrapatos que morreram foram considerados “sensiveis”.
Fémeas que sobreviveram, mas nao realizaram a oviposi¢ao, foram consideradas
“tolerantes” com sensibilidade moderada e aquelas que sobreviveram e
realizaram oviposicao completa, com grande numero de ovos viaveis, foram
consideradas “resistentes” ao tratamento.

Uma linhagem sensivel de referéncia foi utilizada como controle externo
(cepa Mozzo), originaria do Uruguai, onde nunca houve exposi¢cao a pesticidas e
que vem sendo mantida na Fazenda Experimental da Valeé S/A (Uberlandia, MG,

Brasil). Todas as amostras (incluindo as da cepa Mozzo) foram submetidas a um
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corte longitudinal no abdémen e o excesso de sangue bovino foi lavado com agua

ultra-pura. As amostras foram congeladas a — 80°C.

Determinagao de Proteina Total

Os carrapatos foram macerados individualmente em nitrogénio liquido e
homogeneizados em tampéao fosfato de sédio 0,01M (pH 6.5), contendo sacarose
20%, EDTA 0,001M e Triton X-100 0,5%. Os homogenados foram submetidos a
centrifugacdo a 15.000g, 4°C, por 10 minutos e o sobrenadante foi coletado,
dividido em aliquotas e congelado a — 80°C. A concentragdo de proteina total de
cada amostra foi determinada de acordo com o método de BRADFORD (1976). A
absorbancia foi lida a 595nm em espectrofotometro Hitachi 2000 e a concentragao
média dos extratos de proteinas foi determinada a partir de uma curva padrao,
utilizando-se albumina sérica bovina (BSA). A concentracao total de proteina foi

expressa em miligramas de proteina por grama de carrapato.

Perfil de Esterases

Amostras individuais foram analisadas quanto ao perfil de atividade
esterasica. As analises eletroforéticas foram realizadas utilizando-se 100ug de
proteina total por amostra em gel de poliacrilamida ndo desnaturante, de acordo
com LAEMMLI (1970), com algumas modificacdes. O sistema de gel foi preparado
com gel de empilhamento a 4% e gel de separacao a 12%. A eletroforese vertical
foi conduzida durante 4 horas, a 4°C, com corrente constante a 40 mA e tampéao
de corrida Tris (0,087M)-Glicina (0,013M), pH 8.3. A identificagdo das esterases
foi feita pelo método descrito por LAPENTA et al. (1998), com modificagdes, por
pré-incubacgédo do gel em tampao fosfato de sédio 0,1M (pH 6.5) por 30 minutos a
37°C, seguido de incubagéo em tampéo fosfato de sodio 0,1M (pH 6.5), contendo
a-naftil acetato 3,2mM e Fast Blue R/R Salt 2,4mM por 60 minutos, no escuro, a
37 °C. A solugéo de a-naftil acetato foi pré-diluida em 1mL de acetona.

Amostras de sangue bovino extraido das teledginas e também de sangue
extraido direto dos bovinos foram também analisadas quanto ao perfil esterasico,
nas mesmas condigdes, para avaliar a possibilidade de contaminacdo das

amostras com sangue do hospedeiro.
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Ensaio com Inibidores

Testes com inibidores foram realizados, envolvendo sulfato de cobre a 1,0
mM, para-cloromercuribenzoato (pCMB) a 1,0 mM, malation 0,4 mM, sulfato de
eserina a 1,0 mM e fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) a 1,0 mM, para a
caracterizagdo bioquimica das esterases. Esses compostos foram utilizados
separadamente nas solugdes de pré-incubacao e coloragao. Os géis foram pré-
incubados no escuro com tampao fosfato de sédio 0,1M (pH 6.5) por 30 minutos e
corados para deteccéo de atividade esterasica em presenca do inibidor. O PMSF
foi dissolvido em 1 mL de metanol e o pCMB em 1 mL de NaOH, 0,1M, pH 8.0,
antes do uso. Sulfato de eserina e sulfato de cobre foram adicionados diretamente
as solugdes de pré-incubacéao e coloragao. Sulfato de eserina foi empregado para
determinar atividade atribuida a acetilcolinesterases. Sulfato de cobre e pCMB
foram utilizados como inibidores de arilesterases, enquanto que o malation foi
utilizado como inbidor de carboxilesterases e colinesterases e o PMSF como
inibidor de serino-esterases (OAKESHOTT et al., 1993).

Quantificagao da atividade esterasica

A atividade das acetilcolinesterases detectadas por PAGE foi quantificada
pela densidade 6ptica de cada banda no gel através do programa ImageMaster
VDS versado 2.0 (Amersham Biosciences). A intensidade de coloracdo de cada

banda foi medida em 10D (Intensidade de Densidade Optica Absoluta).
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RESULTADOS

Teste de Resisténcia

Apods o teste de resisténcia, as fémeas do grupo tratado foram separadas
em trés grupos (linhagens): individuos que morreram até 24 horas apds o
tratamento foram considerados “sensiveis” (SD: sensivel a deltametrina; SM:
sensivel ao malation). Os carrapatos que sobreviveram, mas nao realizaram a
oviposigdo ou a oviposigao foi incompleta foram considerados “tolerantes” (TD:
tolerante a deltametrina; TM: tolerante ao malation) e aqueles que sobreviveram e
realizaram a oviposicao completa, com grande numero de ovos viaveis, foram
considerados ‘“resistentes” (RD: resistente a deltametrina; RM: resistente ao
malation) ao tratamento com o pesticida (Tabela 1). O elevado numero de
individuos resistentes revelou o alto nivel de resisténcia na populacdo estudada,
com 54% de individuos resistentes a deltametrina (piretréide) e 49,33% de

individuos resistentes ao malathion (organofosforado).

Tabela 1. Niveis de resisténcia em uma populacao brasileira de B. microplus apds

o teste de resisténcia in vitro AlIT (Adult Immersion Test).

Bioensaio Grupos Caracteristicas apés  Numero e % de
selecionados tratamento individuos
Deltametrina 5% Sensivel (SD) Morte 30/150 = 20%
(piretroide) Tolerante (TD)  Oviposi¢ao incompleta 39/150 = 26%
Resistente (RD) Oviposi¢ao normal 81/150 = 54%
Malation 2,5% Sensivel (SM) Morte 34/150 = 22.67%

(organofosforado) Tolerante (TM)  Oviposigédo incompleta 45/150 = 30%
Resistente (RM) Oviposi¢ao normal 74/150 = 49,33%

Atividade Esterasica

As esterases foram detectadas em gel de poliacrilamida seguido por
coloragao especifica usando o a-naftii acetato como substrato. Nao foram
observadas variagdes individuais dentro de cada linhagem. O padrao de atividade
esterasica foi bastante semelhante entre as linhagens selecionadas pelo teste

com deltametrina ou pelo teste com malation (Figuras 1 e 2).
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As bandas identificadas nos géis, quando coradas simultaneamente na
presenca dos substratos a e B naftil-acetatos, coraram-se preferencialmente de
preto (dados ndo mostrados). A predominéncia de bandas pretas, quando os dois
substratos foram usados em conjunto, reflete maior afinidade do centro ativo das
enzimas pelo a naftil acetato, indicando hidrélise preferencial desse substrato.
Quando os géis foram corados com cada substrato separadamente, o padréo de
esterases foi 0 mesmo em ambos os géis, ndo ocorrendo bandas especificas com
preferéncia pelo a ou pelo B naftil-acetato, classificadas como a-f3 esterases.

Quatro regides de atividade esterasica foram observadas nas linhagens
tolerantes (TD e TM) e resistentes (RD e RM) a ambos acaricidas e trés regides
nas linhagens sensiveis (SD e SM) e na linhagem sensivel de referéncia (MZ).
Estas esterases foram numeradas de EST-1 a EST-4, a partir da extremidade
anddica do gel (Figuras 1 e 2). As esterases EST-2, EST-3 e EST-4
correspondem as enzimas EST-6, EST-8 e EST-9 detectadas na analise do perfil
esterasico durante o desenvolvimento, utilizando a cepa Mozzo (MZ), sendo as
esterases EST-9 e EST-8 presentes em todas os estagios, desde larvas até
adultos, e a EST-6, detectada apenas em adultos (Figura 1, Capitulo 1).

As linhagens sensiveis (SD, SM e MZ) apresentaram um padrdao de
esterases semelhante, consistindo de trés regides distintas de atividade nos géis,
EST-2, EST-3 e EST-4. Porém, essas enzimas foram detectadas com uma
intensidade de coloragdo mais intensa nas linhagens sensivel a deltametrina (SD)
e na linhagem sensivel de referéncia Mozzo (MZ), quando comparadas com a
linhagem sensivel ao malation (SM). Na linhagem sensivel de referéncia (M2),
essas enzimas foram observadas com maior intensidade, talvez pelo fato dessa
linhagem néo ter sido submetida ao teste de resisténcia antes da eletroforese. Na
linhagem sensivel ao malation (SM), esse resultado indica uma maior
sensibilidade dessas enzimas ao organofosforado malation e sugere que essas
esterases foram utilizadas na tentativa de hidrélise desse acaricida.

As linhagens TD, TM, RD e RM apresentaram quatro esterases, EST-1,
EST-2, EST-3 e EST-4. A esterase EST-2, apesar de ocorrer em todas as
linhagens, apresentou um grau crescente de intensidade de coloracédo nas
linhagens SD, SM, TD, TM, RD e RM, respectivamente, de acordo com o nivel de

resisténcia. A enzima EST-1 foi detectada exclusivamente nas linhagens
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tolerantes (TD e TM) e nas linhagens resistentes (RD e RM), com maior

intensidade de coloragéo nas linhagens resistentes RD e RM.

SD TD RD MZ

Figura 1: Padrdo de esterases em B. microplus, apos teste resisténcia com
deltametrina. PAGE a 12% e coloracdo com a naftil acetato. SD: sensivel; TD:

tolerante; RD: resistente e MZ: cepa sensivel de referéncia Mozzo.

- u EST-4
EST-3

" v Sty [EST:2
EST-1

Figura 2: Padrdo de esterases em B. microplus, apos teste resisténcia com

malation. PAGE a 12% e coloracdo com a naftil acetato. SM: sensivel; TM:

tolerante; RM: resistente e MZ: cepa sensivel de referéncia Mozzo.

Caracterizagcao Bioquimica

O efeito de inibidores foi verificado sobre as esterases dessas
sublinhagens da populacédo brasileira de B. microplus e da cepa Mozzo. As
amostras foram submetidas a eletroforese e em seguida, pré-incubadas e coradas
para esterases na presenga de inibidores (Tabela 2). Os graus de inibi¢cdo
apresentados na tabela encontram-se classificados de acordo com a diminuigéao
da intensidade das bandas (OAKESHOTT et al., 1993).

As esterases EST-1 e EST-2 foram inibidas pelo sulfato de eserina e pelo
malation, sugerindo que essas enzimas sdo AChEs. EST-3 e EST-4 foram

afetadas pelo malation e classificadas como CaEs. Todas essas enzimas foram



49

inibidas pelo PMSF, indicando que apresentam um residuo de serina essencial no
sitio ativo. O sulfato de cobre e o pCMB néo tiveram efeito inibitério sobre as

esterases detectadas na populagao analisada.

Tabela 2: Efeitos de inibidores sobre as esterases em uma populagéo brasileira

de B. microplus. (-) auséncia de inibigao; (+,++,+++) niveis crescentes de inibi¢ao.

Esterases Cobre pCMB Malation Eserina PMSF Classificagao*

EST-1 - - +++ +++ +++ AChE
EST-2 - - +++ +++ +++ AChE
EST-3 - - +++ - +++ CaE
EST-4 - - +++ - +++ CaE

* AChE: acetilcolinesterase. / CaE: carboxilesterase.

Quantificagao da atividade esterasica

A quantificacdo da atividade esterasica por densitometria éptica através do
programa Image Master VDS software software versdao 2.0 (Amershan
Biosciences) mostrou que a atividade da AChE 1 (EST-1) nas linhagens
resistentes é maior do que a atividade da mesma nas linhagens tolerantes (Tabela
3). A quantificacdo mostrou também a atividade crescente da AChE-2 (EST-2) nas
linhagens sensivel (SD e SM), tolerante (TD e TM) e resistente (RD e RM), de
acordo com o grau de resisténcia, sendo a atividade dessa enzima maior nas

linhagens submetidas a teste com malation.

Tabela 3. Quantificacdo de atividade esterasica nas diferentes linhagens,

utilizando o programa Image Master VDS.

Linhagens SD SM D ™ RD RM

Esterases I0D* IOD* IOD* I0D* I0D* IOD*
EST-2 112,41 118,06 356,11 655,18 918,21 951,33
EST-1 - - 33,406 80,326 248,35 284,53
Total 112,41 118,06 389,51 735,51 1166,6 1235,86

* |0D: Densidade Optica Integrada absoluta para cada banda.
- auséncia de atividade.
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DISCUSSAO

Esterases sdo hidrolases amplamente estudadas e associadas a
resisténcia a pesticidas em artrépodes (HE et al., 2004). Neste trabalho, o perfil
de atividade esterasica foi comparado entre linhagens de teledginas sensiveis,
tolerantes e resistentes ao malation e também entre linhagens de teledginas
sensiveis, tolerantes e resistentes a deltametrina, provenientes de uma populacéo
de campo de carrapatos B. microplus do Brasil com histérico de resisténcia a
acaricidas piretroides e organofosforados. Os padrées de esterases foram
comparados com uma linhagem sensivel de referéncia, cepa Mozzo, proveniente
do Uruguai.

Os resultados mostraram quatro regides de atividade esterasica, coradas
pelo a-naftil acetato (Figura 1) nas linhagens tolerantes e resistentes e trés nas
linhagens sensiveis e cepa Mozzo. Esses dados s&o similares aos resultados
anteriormente observados em outra populacdo brasileira de carrapatos B.
microplus submetida a piretréides (BAFFI et al, 2005).

As linhagens sensiveis a deltametrina (SD) e ao malation (SM) e a
linhagem sensivel de referéncia (MZ) apresentaram o mesmo padrdo de
esterases (EST-2, EST-3 e EST-4). Porém, na cepa Mozzo, essas enzimas foram
observadas com maior intensidade, talvez pelo fato dessa linhagem nao ter sido
submetida ao teste de resisténcia com os acaricidas antes da eletroforese.

Com relagédo as enzimas EST-3 e EST-4, quando as linhagens de cada
ensaio foram comparadas entre si, observamos que nas linhagens selecionadas
pelo teste com deltametrina, as esterases EST-3 e EST-4 foram detectadas com
uma intensidade maior de coloragao do que sob o efeito do malation, indicando
que essas enzimas respondem diferentemente a piretréides e organofosforados,
com expressao diferencial dos genes que codificam para essas esterases.

Uma explicacédo para tal fenbmeno seria que, em virtude do malation ser
um pesticida mais potente, pertencente a classe dos organofosforados, essas
enzimas foram quase totalmente utilizadas em resposta a pressao exercida pela
exposicao ao acaricida. As esterases EST-3 e EST-4 foram classificadas como
carboxilesterases nos testes com inibidores. Carboxilesterases sdo enzimas com

papel protetor para as acetilcolinesterases-alvo durante a intoxicacdo por
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organofosforados, por atuarem como sitios de fosforilagao alternativos (WATSON
e CHAMBERS, 1996). E provavel que essas enzimas tenham atuado como sitios
de fosforilagdo alternativa e foram utilizadas na tentativa de neutralizagdo dos
mesmos, sendo detectadas nos géis com baixa atividade.

As linhagens tolerantes (TD e TM) e resistentes RD e RM) apresentaram
as mesmas regides de atividade, esterases EST-1, EST-2, EST-3 e EST-4. A
esterase EST-1, classificada como acetilcolinesterase (AChE), foi observada
exclusivamente nas linhagens tolerantes e resistentes, porém com maior
intensidade de coloragdo nas linhagens resistentes e foi associada a resisténcia
tanto a organofosforados quanto a piretréides. Da mesma maneira, EST-2,
também classificada como uma AChE, apresentou um aumento progressivo de
atividade, observado por um grau crescente de coloragcdo, desde as linhagens
sensiveis até as linhagens resistentes, indicando uma producéo de esterases em
funcado do nivel de resisténcia. A quantificagcdo por densitometria 6ptica confirmou
o crescente aumento na atividade dessas enzimas, de acordo com o nivel de
resisténcia.

Estes resultados sugerem que as esterases EST-1 e EST-2 apresentam
atividades aumentadas em resposta a pressao acaricida. O aumento na atividade
dessas enzimas indica produgdo associada a resisténcia. A superprodugédo de
esterases pode resultar na detoxificagcdo metabdlica de ésteres pesticidas por
sequestramento e hidrélise (FLORES et al., 2005). Em muitos artrépodes-pestes,
a resisténcia a pesticidas tem sido atribuida a um aumento na producido e
atividade de enzimas detoxificativas, incluindo CakEs e AChEs (NEWCOMB et al.,
1997, HEMINGWAY, 1998). AChEs sao enzimas alvo para o ataque por
pesticidas (SHI et al., 2004) e AChEs alteradas com detoxificagdo metabdlica
aumentada ja foram identificadas como o mecanismo primario em populacdes
mexicanas e australianas de B. microplus para o desenvolvimento de resisténcia
a OPs (WRIGHT e AHRENS, 1988; BAXTER e BARKER, 1999).

O aumento na producéo e na atividade dessas esterases pode ser devido a
processos de amplificagdo génica, como também a eventos de modificagées pos-
traducionais. BAXTER e BARKER (1998) demonstraram que a resisténcia a OPs
esta associada a modificagdes pds-traducionais, produzindo uma AChE insensivel
em linhagens australianas de B. microplus e HERNANDEZ et al. (2000)
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associaram o aumento no numero de coépias de uma esterase, resultante de
amplificagdo génica, com a resisténcia a piretrdides em uma populagdo de
carrapatos do México.

A presencga de duas esterases com atividade de AChEs (EST-1 e EST-2)
nas linhagens tolerantes e nas linhagens resistentes sugere que estas enzimas
sejam produtos de dois genes distintos, que podem ter se originado a partir de um
processo de duplicagdo génica. Eventos de duplicagcao génica ja foram propostos
para explicar a resisténcia a piretroides em carrapatos do Texas e México,
envolvendo CaEs (JAMROZ et al., 2000). Em uma linhagem resistente australiana
de B. microplus, dois genes para AChE (AChE1 e AChE?2) foram identificados na
singanglia e sequenciados (BAXTER e BARKER, 2002). Recentemente, um
terceiro provavel gene codificador de uma AChE (AchES3) foi identificado em uma
linhagem de B. microplus dos Estados Unidos (TEMEYER et al., 2004).

A resisténcia a pesticidas € um processo dinamico resultante da
associacdo de multiplos mecanismos, entre eles, mutacdes de ponto, eventos de
amplificagdo e de duplicacéo génica, além de modificagbes pds-traducionais, que
contribuem para a superexpressdo € aumento na atividade de enzimas
detoxificativas, incluindo carboxilesterases e acetilcolinesterases (HEMINGWAY
et al., 2004). Os resultados do presente trabalho sugerem que detoxificagao
metabdlica aumentada por duas acetilcolinesterases esta contribuindo para a
resisténcia a organofosforados e piretroides nessa populagdo de carrapatos do
Brasil, sendo a acetilcolinesterase EST-1 presente apenas em individuos
tolerantes e resistentes. Esses dados fornecem informacbes que poderao ser
utilizadas em futuros programas de manejo da resisténcia e no uso mais efetivo

de acaricidas.
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CAPITULO 3
RASTREAMENTO DE MUTAGOES EM UM FRAGMENTO DE UMA
CARBOXILESTERASE E ASSOCIAGAO A RESISTENCIA A ACARICIDAS EM
Boophilus microplus (ACARI: IXODIDAE)




59

RESUMO

O controle quimico baseado no uso de compostos piretréides e organofosforados
tem selecionado gendtipos resistentes em populagdes de Boophilus microplus.
Mutacbes de ponto em genes codificadores de esterases representam um dos
principais mecanismos de resisténcia nessa espécie. Neste trabalho, as técnicas
Low lonic Strength Single Stranded Conformation Polymorphism (LIS-SSCP) e
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) foram utilizadas para
investigar a presenca de mutacées em um fragmento de uma carboxilesterase em
uma populacdo de carrapatos com historico de resisténcia. A digestdo de um
fragmento de 372pb com Eco Rl mostrou trés gendtipos: W, H e M, observados
em diferentes frequéncias. O gendtipo homozigoto selvagem (W) foi detectado
apenas nas linhagens sensiveis, em alta frequéncia. O gendtipo heterozigoto (H)
foi observado em todas as linhagens, porém, em maior freqiiéncia nas linhagens
tolerantes e o gendtipo homozigoto mutante (M) foi observado apenas nas
linhagens tolerantes e resistentes, com maior freqliéncia nas linhagens
resistentes. A genotipagem por LIS-SSCP mostrou quatro haplétipos,
denominados 1, 2, 3 e 4. O haplétipo 1 foi observado apenas nas linhagens
sensiveis, e em alta frequéncia. O haplétipo 4 foi observado nas linhagens
tolerantes e resistentes, com maior freqiéncia nas linhagens tolerantes. O
haplétipo 3 foi observado nas linhagens tolerantes e resistentes, sendo detectado
em maior frequéncia nas linhagens resistentes. O haplotipo 2 foi também
detectado nas linhagens tolerantes e resistentes, porém, em frequéncia muito
baixa na populagdo. A comparagdo entre as sequéncias mostrou a presenca de
mutagdes, além do polimorfismo para EcoRI nas linhagens tolerante e resistente.
Foi observada, também, a presenga de cdédons de parada, gerando proteinas
truncadas, nas linhagens sensivel e tolerante. A andlise de dominios mostrou a
presengca de dominios adicionais na linhagem resistente. Estes resultados
sugerem que diferentes mutag¢des de ponto, além da influéncia de mecanismos de
modificagcbes pos-traducionais, estdo alterando a atividade das proteinas

traduzidas e podem estar associadas a resisténcia.

PALAVRAS-CHAVE: B. microplus, resisténcia, esterases, LIS-SSCP, PCR-RFLP.
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ABSTRACT

The chemical control based on the use of pyrethroids and organophosphate
compounds has been selecting resistant genotypes in Boophilus microplus
populations. Point mutations in esterase genes represent one of the main
resistance mechanisms in this specie. In this work, the techniques Low /lonic
Strength Single Stranded Conformation Polymorphism (LIS-SSCP) and Restriction
Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) were used to investigate the
presence of mutations in a carboxylesterase fragment in a tick population with
description of resistance. The digestion of a fragment of 372bp with Eco RI
showed three genotypes: W, H and M, which were observed in different
frequencies. The homozygous wild genotype (W) was detected only in the
susceptible strains, in high frequency. The heterozygous genotype (H) was
observed in all strains, however, in higher frequency in tolerant strains, and the
homozygous mutant genotype (M) was observed only in the resistant and tolerant
strains, with higher frequency in the resistant strains. The genotyping by LIS-
SSCP showed four haplotypes, named 1, 2, 3 and 4. The haplotype 1 was
observed only in the susceptible strains and in high frequency. The haplotype 4
was observed in the resistant and tolerant strains with higher frequency in tolerant
strains. The haplotype 3 was observed resistant and tolerant strains, and was
detected in higher frequency in the resistant strains. The haplotype 2 was also
detected in resistant and tolerant strains, however, in very low frequency in
population. The comparison among the sequences demonstrated the presence of
mutations, beyond EcoRI polymorphism in resistant and tolerant strains. The
presence of stop codons was also observed, creating truncated proteins in the
susceptible and tolerant strains. The domains analysis showed additional motifs in
the resistant strain. These results suggest that different point mutations, beyond
the influence of post-translational modifications, are altering the activity of the

translated proteins and can be associated to resistance.

KEY-WORDS: B. microplus, resistance, esterases, LIS-SSCP, PCR-RFLP



61

INTRODUGAO

A busca por informagdes sobre a biologia € o desenvolvimento da
resisténcia a acaricidas em populacdes brasileiras de B. microplus é importante
em virtude dos altos indices de infestacbes por esse parasito em todo o pais e,
também, para o estabelecimento de um panorama da resisténcia.

Ensaios convencionais para diagnosticar a resisténcia podem fornecer
informacgdes Uteis em programas de planejamento de controle racional e manejo
da resisténcia. A utilizacdo de ferramentas moleculares em conjunto com os
ensaios convencionais, através de técnicas de biologia molecular, pode oferecer
informacdes adicionais sobre a distribuicdo e freqliéncia de alelos mutantes e
contribuir para o monitoramento dos efeitos das estratégias de controle.

A origem genética da resisténcia tem sido muito estudada. Alguns autores
demonstraram que este fendmeno pode originar-se a partir de amplificagdo
génica e mutagdes de ponto em genes codificadores de esterases (FIELD, et al.,
1999; HE et al., 1999; OAKHESHOTT et al., 2005).

A resisténcia a acaricidas em B. microplus, envolvendo carboxilesterases
(CaEs) e acetilcolinesterases (AChEs) foi investigada por varios autores
(VILLARINO et al., 2001, VILLARINO et al., 2003). BAXTER e BARKER (1998)
demonstraram a relagdo do aumento da atividade da acetilcolinesterase com a
resisténcia a organofosforados em linhagens australianas. Os mesmos autores
identificaram e sequenciaram dois genes codificadores de AChEs (AChE1 e
AChE?2) em linhagens resistentes (BAXTER e BARKER, 2002). JAMROZ et al.
(2000) verificaram um aumento na atividade de CaEs em linhagens mexicanas
resistentes a piretréides e LI et al. (2005) identificaram uma AChE insensivel
em outra linhagem resistente a organofosforados no México. HERNANDEZ et al.
(2000) identificaram uma mutacdo de ponto em um fragmento de DNA de
aproximadamente 372 pb de uma provavel carboxilesterase em larvas e
hemolinfa de adultos resistentes a piretréides em uma populagdo mexicana. Essa
mutagdo (substituicdo G—>A no nucleotideo 1120) gera um sitio de
reconhecimento para a enzima de restrigdo Eco Rl (CTTAAG), que foi identificado
pela digestdo dos produtos amplificados (polimorfismo Eco RI). Posteriormente,

0s mesmos autores (2002) verificaram a alta frequéncia do genétipo homozigoto
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mutante em uma linhagem resistente ao piretréide “permetrina” (96% das larvas
resistentes e 33% das fémeas adultas resistentes) e observaram ainda que, o
transcrito contendo a mutagcdo de ponto foi mais abundante na linhagem
resistente.

A técnica de Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) foi
desenvolvida por ORITA et al., (1988), como forma de detectar mutagdao em fita
simples de DNA e se baseia no fato de que a mobilidade eletroforética de uma fita
unica de acido nucléico em gel de poliacrilamida ndo desnaturante depende nao
somente do tamanho, mas, também, da sua seqiéncia. Cada uma das fitas
possui uma sequéncia de nucleotideos e peso molecular que fazem com que elas
migrem em posi¢cdes diferentes no gel. MARUYA et al. (1996) otimizaram a
técnica, propondo o uso de um tampao de desnaturacdo composto por uma
solugéo de baixa forga ibnica (LIS) a base de sacarose. Essa técnica, por sua alta
sensibilidade, permite detectar mutagdes de ponto nos fragmentos analisados. A
técnica Restriction Fragment Length Polymorphism analysis of products of PCR
(PCR-RFLP) consiste na amplificacdo por PCR de sequéncias de interesse no
DNA e digestao dessas sequéncias por enzimas de restricdo sitio-especificas. Os
fragmentos obtidos apds a digestdo enzimatica, por terem sido amplificados, séo
facilmente visualizadas em gel de agarose sem a necessidade de hibridagdo com
sondas marcadas radioativamente (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Ambas
as técnicas tém sido utilizadas tanto no diagnéstico de doengas como também no
diagnodstico da resisténcia a pesticidas (RIVET et al., 1993; ABBA e COLIJOW,
2004; VASCONCELOS, 2004).

Neste trabalho, as técnicas LIS-SSCP e PCR-RFLP foram utilizadas para
rastrear a presenga de mutagdes de ponto em um fragmento codificador de uma
provavel carboxilesterase em linhagens de B. microplus de uma populagao de
campo proveniente de uma fazenda na regidao de Uberlandia, MG, com histdrico
de resisténcia a acaricidas. Individuos de linhagens sensiveis, tolerantes e
resistentes ao piretréide deltametrina e ao organofosforado malation foram
comparados, com o objetivo de identificar a presenca e a freqliéncia de alelos

mutantes nessa populacgao.
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MATERIAL E METODOS

Material Biolégico

Foi utilizada uma cepa de campo de B. microplus, proveniente de uma
fazenda da regido de Uberlandia, MG, onde a resisténcia a carrapaticidas tem
sido verificada com regularidade. Os parasitas foram coletados (cerca de 800
individuos) e transportados ao Laboratério de Genética da Universidade Federal
de Uberlandia, onde foram submetidos ao teste de deteccao de resisténcia in
vitro: Biocarrapaticitograma ou Adult Immersion Test (AIT) para teledginas
ingurgitadas (DRUMMOND et al., 1973), preconizado pela FAO (KEMP et al.,
1998), sob condi¢des ideais de temperatura e umidade. Os pesticidas utilizados
foram: deltametrina a 5% (piretroide) e malation (organofosoforado) a 2,5%. Estes
produtos foram cedidos pela Vallée S/A e utilizados de acordo com as
recomendacdes do fabricante nas dosagens comerciais também utilizadas pelo
produtor rural no campo. Em cada teste, 150 fémeas adultas, com peso médio de
50mg, foram imersas por trés minutos na solugao contendo o acaricida diluido em
agua, e em seguida, secas em papel absorvente e transferidas para placas de
Petri. As fémeas foram aderidas a placa com auxilio de fita adesiva e foram
mantidas apds o teste para monitoramento. 150 individuos foram imersos em
agua destilada e mantidos em placas para monitoramento (grupo controle). Apos
cada tratamento, os carrapatos que morreram até 24 horas depois da exposigao
aos acaricidas foram considerados “sensiveis” (SD — sensivel a deltametrina; SM
— sensivel ao malation). Fémeas que sobreviveram, mas nao realizaram a
oviposigao, foram consideradas “tolerantes” (TD — tolerante a deltametrina e TM —
tolerante ao malation) (sensibilidade moderada) e aquelas que sobreviveram e
realizaram a oviposicao completa, com grande numero de ovos viaveis, foram
consideradas “resistentes” (RD - resistente a deltametrina e RM - resistente ao
malation) ao tratamento.

Foi utilizada como cepa sensivel de referéncia, a cepa MOZZO, originaria da
regido de mesmo nome no Uruguai, onde € mantida em auséncia de pressao

acaricida durante multiplas geragdes (controle externo). Esta cepa foi cedida pelo
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Laboratério Experimental de Parasitologia da Vallée S/A (Uberlandia-MG), onde
vem sendo mantida sob condi¢des ideais de temperatura e umidade.

Apos a coleta dos individuos, um corte longitudinal foi feito no abdémen das
fémeas e o excesso de sangue bovino foi lavado com agua ultrapura. Em
seguida, as amostras foram congeladas a —80°C. Foram analisados 30 individuos
de cada linhagem para cada bioensaio (deltametrina e malation) na PCR-RFLP e

LIS-SSCP, além de 30 individuos da cepa Mozzo (controle externo).

Extragcao de DNA

DNA de teledginas foi extraido individualmente utilizando-se o método com
fenol-cloroférmio, segundo SHEPPARD et al. (1992). Cada fémea foi triturada em
nitrogénio liquido e solubilizada em tampao de Grinding (Tris 10 mM, NaCl 60
mM, sacarose 30 mM, EDTA 10 mM), seguido de centrifugagdo por 1 min a
10.000rpm. O sobrenadante foi descartado. Em seguida, foram acrescentados
400uL de tampéao de Lise (Tris 300 mM, SDS 40 mM, EDTA 20 mM, DEPEC
0,7%), permanecendo em gelo por 15 minutos. Foi adicionado 10uL de proteinase
K (10mg/ml), mantendo em banho maria por 45 min a 37° C. Foi acrescentado
500uL de fenol e centrifugado por 1 min a 5000rpm. O sobrenadante foi coletado
e transferido para outro eppendorf. Esse passo foi repetido. Em seguida, foram
adicionados cloroférmio e alcool isoamilico (24:1) e levado a centrifuga por 1 min
a 5000 rpm. O sobrenadante foi coletado e transferido pra outro eppendorf. Esse
passo foi repetido. Adicionado 1/10 do volume de NaCl 2M e dobrado o volume
com etanol absoluto gelado. As amostras foram estocadas a —20°C por 2h ou
overnight. O DNA foi precipitado a 13000 rpm por 15 min. O pellet foi lavado com
500uL de etanol 70%. O pellet foi seco em estufa e ressuspendido em 50uL de
agua ultrapura. O DNA foi quantificado por absorbancia a 260nm em
espectrofotdmetro Hitachi U-2000 e sua qualidade avaliada submetendo-se 5ul do
DNA a eletroforese em gel de agarose 1% (SAMBROOK et al., 1989). Apos a
quantificagdo as amostras foram diluidas em agua ultrapura para a concentragéo

de 100ng/uL e mantidas em freezer a — 20°C.
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Amplificagao do DNA e Eletroforese

As reacbOes foram processadas em termociclador PTC-100TM MJ
Research, Inc, utilizando-se um mix contendo tampdo de PCR (1x), MgCl
(1.5mM), dNTPs (200uM), Tag-DNA-polimerase (1U), 1 mix de primers (4 pmol
cada), DNA (100ng) e H2O ultra pura, com volume final para 20uL por reagéo. Foi
utiizado um par de primers especifico para um fragmento de DNA de uma
provavel carboxilesterase de B. microplus (Tabela 1). A reagdo consistiu de
desnaturagao prévia a 95° C por 5 min, seguido de 38 ciclos com desnaturagdo a
95° C por 1 min, anelamento a 60° C por 1 min e extensdo a 72° C por 1 min,
seguido de extensdo final a 72° C por 5 min. Para verificar a eficiéncia das
amplificacbes e possiveis contaminagcées submeteu-se 5ul de cada reagao em gel

de agarose 1%, corado com brometo de etideo, por 1hora a 100V.

Tabela 1- Seqliiéncia de oligonucleotideos para amplificagdo de parte do gene de

uma provavel carboxilesterase de B. microplus.

Primer Sequéncia Reacgao
FOWARD 5°-AGC ATC GAC CTC TCG TCC AAC-3’ PCR-RFLP e
REVERSE 5°-GTC GGC ATACTT GTC TTC GAT G-3° LIS-SSCP

* Os primers foram desenhados para amplificagao parcial de uma CaE de uma
linhagem mexicana de B. microplus (HERNANDEZ et al., 2002).

LIS-SSCP

Os produtos das amplificagdes foram desnaturados em tampao LIS (10%
de sacarose, 0,01% de azul de bromofenol e 0,01% de xileno cianol) a 95°C por
10 minutos, utilizando-se 5uL do produto da PCR por amostra e 15uL de tampéo
de LIS. As amostras foram visualizadas em gel de poliacrilamida 12% por 8 horas
a 15mA. Os géis foram preparados em placas de vidro 17,5cm por 23cm, com
espacadores de a 07mm. Posteriormente, foram visualizados por coloragdo com
nitrato de prata de acordo com BLUM et al. (1987), com modificagdes de BASAM
et al (1991). Os géis foram colocados em solugéo de acido acético por 10min e

em seguida, lavados 2 vezes por 2min. Posteriormente foram imersos em solugéo
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0,012M de nitrato de prata e 0,056% de formaldeido por 20min e, em seguida,
lavados duas vezes por 30s. A revelagcdo ocorreu com solucédo gelada 0,28M de
carbonato de sodio anidro, 0,056% de formaldeido e 4uM de tiossulfato de sddio.

A reacao foi finalizada com acido acético glacial gelado 10%.

PCR-RFLP

Esta analise foi realizada entre individuos resistentes, tolerantes e
sensiveis selecionados pelo teste de resisténcia com deltametrina e malation e
comparados com a cepa sensivel de referéncia (cepa Mozzo), utilizando-se 10 uL
do produto da PCR por amostra. Os produtos amplificados da PCR foram
genotipados através de digestdo com enzima de Restricdo EcoR | (1 unidade por
reacao), separados por eletroforese em gel de agarose 2,5% e visualizados por

coloracdo com brometo de etideo.

Clonagem e Sequenciamento

Os produtos amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose 1%, contendo brometo de etideo e purificados do gel usando colunas de
purificacgo GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham
Bioscience). Os DNAs purificados foram novamente quantificados em
espectrofotometro Hitachi U-2000 e submetidos a eletroforese em gel de agarose
1%, para verificar a integridade dos fragmentos.

A clonagem foi realizada, utilizando Topo T.A. Cloning Kit one-step cloning
of PCR products da INVITROGEN, conforme instru¢gées do fabricante. A eficiéncia
da reacgéao de ligacado do fragmento reamplificado ao vetor foi verificada através de
PCR, utilizando-se primers universais. Em seguida, foi realizada a transformacao
de bactéria competente com a reagao de ligagédo. As bactérias foram recuperadas
e plaqueadas em meio de cultura contendo ampicilina. As placas foram mantidas
em estufa a 37°C por 14 horas. Apds crescimento em estufa, foi feito o preparo do
template, seguido da reagdo de PCR. Os produtos foram analisados em gel de
agarose e submetidos a reagdo de sequenciamento em sequenciador automatico

Megabace (Amersham Pharmacia Biotech). As amostras foram purificadas antes
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da aplicagcdo no gel de sequenciamento. As sequéncias foram analisadas,

utilizando-se o programa BLAST n (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para busca de

identidade com a sequiéncia de outros genes depositados no GenBank. As
sequéncias obtidas foram alinhadas entre si através do programa Clustal W
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw). A tradugdo das sequéncias de DNA para
sequéncias de aminoacidos foi realizada através do Programa Expasy Proteomics

Server (http://ca.expasy.org/tools/dna.html). O alinhamento das proteinas e

andlise de dominios foi realizada através dos programas Clustal X

(http://www.ebi.ac.uk/clustalx) e Expasy Prosite (http://www.expasy.org/prosite/).

Analises Estatisticas

Para verificar as diferengas entre as frequéncias genotipicas obtidas por
PCR-RFLP e as diferencas entre as frequéncias haplotipicas obtidas por LIS-
SSCP entre as linhagens, utilizou-se o Teste Z de Diferengas de Propor¢des com
auxilio do software Microsoft®Excel. Para realizar as andlises, utilizou-se o erro a
menor que 5% (p<0,05) para o nivel de significancia. A dependéncia entre os
gendtipos e hapldtipos foi também verificada pelo teste > de Qui-Quadrado de
Pearson (método de Monte Carlo). Utilizou-se também analises de correlagao de
Pearson para os genétipos observados entre as linhagens SD e SM; TDe TM e
RD e RM.
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RESULTADOS

Teste de Resisténcia

Apds o teste de resisténcia (AIT), foram selecionados grupos (linhagens)
de individuos sensiveis, tolerantes e resistentes (Tabela 2). Individuos que
morreram até 24 horas apds o tratamento foram considerados “sensiveis” (SD,
sensivel a deltametrina; SM, sensivel ao malation). Os individuos que
sobreviveram apds o teste, mas nao realizaram a oviposigdo ou a oviposi¢ao foi
incompleta, foram considerados “tolerantes” (TD, tolerante a deltametrina; TM,
tolerante ao malation) e aqueles que sobreviveram e realizaram a oviposigao
completa, com grande numero de ovos viaveis, foram considerados resistentes
aos bioensaios (RD, resistente a deltametrina; RM, resistente ao malation).
Observa-se que o nivel de resisténcia na populagao estudada é alto, com 54% de
individuos resistentes a deltametrina (piretroide) e 49,33% de individuos
resistentes ao malathion (organofosforado). Estas linhagens foram submetidas a
analise molecular por PCR-RFLP e LIS-SSCP e comparadas com uma linhagem

sensivel de referéncia (cepa Mozzo).

Tabela 2. Linhagens selecionadas apds teste de resisténcia in vitro (AIT) com

teledginas (Adult Immersion Test) em uma populagéo brasileira de B. microplus.

Bioensaio Grupos Caracteristicas apos Numero e % de
selecionados tratamento individuos
Deltametrina 5%  Sensivel (SD) Morte 30/150 = 20%
(piretroide) Tolerante (TD)  Oviposigao incompleta 39/150 = 26%
Resistente (RD) Oviposigao normal 81/150 = 54%
Malation 2,5% Sensivel (SM) Morte 34/150 = 22.67%

(organofosforado) Tolerante (TM)  Oviposi¢ao incompleta 45/150 = 30%
Resistente (RM) Oviposi¢ao normal 74/150 = 49,33%

Extragdo de DNA
Na Figura 1, o DNA gendmico extraido de algumas amostras esta

representado, mostrando a qualidade do DNA obtido.
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Figura 1. Padrao de DNA utilizado para amplificagao.

PCR

Um fragmento de aproximadamente 372pb foi obtido na PCR em todas as
linhagens da populagdo estudada e, também, na cepa sensivel de referéncia
Mozzo (Figura 2), utilizando-se os mesmos primers descritos por HERNANDEZ et
al. (2002). Esses autores observaram que o tamanho do fragmento amplificado foi
o mesmo quando cDNA ou DNA genbmico foi utilizado como template (372pb),
indicando que esse fragmento ndo contém sequéncias intrbnicas nessa regido do
gene, ou seja, é parte de um unico éxon. O produto amplificado foi analisado por
desnaturagdo em alta temperatura em presenca de sacarose (LIS-SSCP) e,
também, por digestdo com enzima de restricdo Eco Rl (RFLP). Posteriormente,

esse fragmento foi purificado e submetido a clonagem e sequenciamento.

Figura 2. Amplificacdo de um fragmento de uma provavel carboxilesterase de B.
microplus de aproximadamente 372pb. Linhagens: SD — sensivel a deltametrina;
TD - tolerante a deltametrina; RD - resistente a deltametrina; SM —sensivel ao
malation; TM —tolerante ao malation; RM - resistente ao malation. M — marcador

de peso molecular.
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LIS-SSCP

Individuos de cada linhagem e da cepa Mozzo foram submetidos a
genotipagem pela técnica de LIS-SSCP. A analise comparativa dos padroes
eletroforéticos de migragdo das bandas mostrou quatro tipos de haplétipos na
populagao estudada (Figura 3): haplétipo 1, haplétipo 2, haplétipo 3 e haplétipo 4.

Figura 3. Esquema representativo dos quatro haplétipos observados por LIS-
SSCP. 1 -, observado nas linhagens sensiveis e da cepa Mozzo. 2, 3 e 4 -

haplétipos observados nas linhagens tolerantes e resistentes.

O haplétipo 1 mostra a presenga de duas bandas (bandas a e d),
correspondendo as duas fitas do fragmento amplificado e representa o estado
homozigoto. Este padréo foi observado em 100% dos individuos da cepa Mozzo e
em 100% dos individuos sensiveis tanto da linhagem sensivel a deltametrina
como da linhagem sensivel ao malation (SD e SM). O haplétipo 2 mostra trés
bandas: a, ¢ e d; o hapldtipo 3 mostra, também, a presenca de trés bandas,
porém em posicoes diferentes: a, b e d e o haplétipo 4, quatro bandas: a, b, c e d,
que caracteriza heterozigose. Os haplétipos 2, 3 e 4 foram observados nos
individuos das linhagens tolerantes e resistentes a ambos acaricidas nas
freqUéncias apresentadas na Tabela 3. O haplétipo 4 foi observado em 60% dos
individuos tolerantes TD e em 60% dos individuos tolerantes TM. O haplétipo 3
foi observado em maior frequéncia nas linhagens resistentes (66,67% dos
individuos RD e em 60% dos individuos RM). Ja o haplétipo 2 foi o menos
observado na populagao (13,33% em TD, RD e RM e 6,67% em TM).
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Tabela 3. Numero e porcentagem de haplétipos nas linhagens selecionadas no

teste de resisténcia em uma populacéo brasileira de B. microplus.

Linhagens* 1 2 3 4
SD 30/30 =100% - - -
D - 4/30 =13,33% 8/30 =26,67% 18/30 =60%
RD - 4/30 = 13,33% 20/30 =66,67%  6/30 =20%
SM 30/30 =100% - - -
™ - 2/30=6,67% 10/30 =33,33% 18/30 =60%
RM - 4/30=13,33% 18/30=60% 8/30 =26,67%

* 30 individuos analisados para cada linhagem em cada bioensaio (AIT).

1, 2, 3 e 4: Haplotipos encontrados na populagao em diferentes frequéncias.

RFLP

Os produtos da PCR foram submetidos a digestdo com Eco Rl e foram
obtidos trés diferentes padrbes de bandas, representando trés gendtipos distintos
(Figura 4). Um padrao representando o genétipo homozigoto selvagem mostrou a
banda original de 372pb, que indica a nao digestao (gendtipo W). Um segundo
padrao, representando o gendtipo heterozigoto (genétipo H), mostrou trés bandas:
372, 300 e 72 pb. O terceiro padrao representando o gendtipo homozigoto
mutante (M) mostrou duas bandas, uma de 300 pb e outra de 72pb. A freqiiéncia
de cada gendtipo em cada linhagem esta representada na Tabela 4. Nesta tabela,
podemos observar um padrao bastante heterogéneo para a distribuicdo de alelos
nessa populagcdo. O gendtipo homozigoto selvagem (W) foi observado apenas
nas linhagens sensiveis, com uma alta frequéncia (90% dos individuos SD e
93,33% dos individuos SM). O gendtipo heterozigoto (H) apresentou-se
distribuido em todas as linhagens, porém em maior freqléncia nas linhagens
tolerantes (73,33% dos individuos TD e 80% dos individuos TM). O gendtipo
homozigoto mutante (M) foi observado apenas nas linhagens tolerantes e
resistentes a ambos bioensaios, apresentando uma maior freqiéncia nas
linhagens resistentes (60% dos individuos RD e 53,33% dos individuos RM).

Amostras de individuos da linhagem sensivel de referéncia, cepa Mozzo,

apresentaram dados semelhantes aos observados para as linhagens SD e SM,
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onde 100% dos individuos analisados foram considerados homozigotos selvagens

(gendtipo W, 372 pb, dados ndo mostrados).

Std W H ™M

400— BRI E « 372
300— e d — 300

100—

Figura 4. Produtos da PCR apds digestdo com Eco Rl em teledginas de B.
microplus. Std- marcador de peso molecular em pb; W- gendtipo homozigoto

selvagem; H- gendtipo heterozigoto e M- gendtipo homozigoto mutante.

Tabela 4. Frequéncias Genotipicas nas linhagens selecionadas no teste de
resisténcia em uma populagédo brasileira de B. microplus, apdés digestdo com

enzima de restricdo Eco RI.

Gendtipos®

Linhagens ° W H M
SD 27/30= 90% 3/30= 10% -
D - 22/30 =73,33% 8/30= 26,66%
RD - 12/30=40% 18/30 = 60%
SM 28/30=93,33%  2/30=6,67% -
™ - 24/30 = 80% 6/30= 20%
RM - 14/30= 46,67% 16/30 = 53,33%

Total 55/180=31%  77/180 =43% 48/180 = 26%

& 30 individuos analisados para cada linhagem selecionada em cada bioensaio
(AIT).

® Genoétipos: W = homozigoto selvagem, H = heterozigoto, M = homozigoto
mutante.
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A Tabela 5 mostra a frequéncia de alelos observados em cada
sublinhagem e na populagao total. Esta tabela mostra que a maior incidéncia do
alelo w (selvagem) foi observada nas linhagens sensiveis (95% em SD e 97% em
SM) e a maior incidéncia do alelo m (mutante) foi observada nas linhagens
resistentes, com 80% em RD e 77% em RM, sugerindo a associagao entre o alelo
m e o fendtipo resistente. Estes dados mostram que a populagdo esta em

equilibrio para os alelos w e m (0,53:0,47 = 1:1).

Tabela 5. FreqUéncia Alélica nas linhagens selecionadas no teste de resisténcia

em uma populagéo de B. microplus, apés restrigdo com Eco RI.

Linhagem Alelo w Alelo m
SD 0,95 0,05
D 0,37 0,64
RD 0,2 0,8
SM 0,97 0,03
™ 0,4 0,6
RM 0,23 0,77
Total na Populagao 0,53 0,47

Baseando-se na frequéncia populacional (Tabela 2) e na distribuicdo de
gendtipos (Tabela 4) e alelos (Tabela 5) foi possivel calcular a freqténcia real de
cada gendtipo e de cada alelo em cada linhagem (Tabela 6). Os dados
apresentados na Tabela 6 mostram que as freqliéncias genotipicas e alélicas
estdo em desiquilibrio, conforme pode ser verificado pela freqliéncia observada
na Tabela 4 e a frequéncia esperada calculada a partir das freqiéncias da Tabela

5, sugerindo um processo de selec¢ao direcional para os individuos portadores do
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alelo mutante em presenca dos acaricidas e um processo de expansao

populacional para as linhagens tolerante e resistente a deltametrina e ao malation.

Tabela 6: Frequéncias Genotipicas e Alélicas Reais em cada linhagem de uma

populacao brasileira de B. microplus.

Linhagens Gendtipos Alelos
w H M w m
SD 18% 2% 0,19 0,01
D 19% 7% 0,095 0,165
RD 21,6% 32,4% 0,108 0,432
Total 18% 42,6% 39,4% 0,393 0,607
SM 21,2% 1,5% 0,2195 0,0075
™ 24% 6% 0,12 0,18
RM 23% 26,3% 0,115 0,378
Total 21,2% 48,5% 32,3% 0,4545 0,5455

Sequenciamento dos Genétipos obtidos por PCR-RFLP

Apods a analise por PCR-RFLP, cada um dos gendtipos foi sequenciado:
um individuo da linhagem sensivel ao malation (SM) com genétipo W (homozigoto
selvagem), um individuo da linhagem tolerante TM com genétipo H (heterozigoto)
e um individuo da linhagem resistente RM, diagnosticado com gendtipo M
(homozigoto mutante). As trés sequéncias obtidas foram comparadas com
sequéncias publicadas no GenBank, através do programa Blastn, mostrando
similaridade com seqliéncias de esterases conhecidas. A seqléncia referente a
linhagem resistente ao malation (RM) obtida neste estudo revelou alto grau de
identidade (96%), com 178 nucleotideos, sendo 173 idénticos com a sequiéncia de
uma provavel carboxilesterase de B. microplus (GenBank-AF182283, descrita por
HERNANDEZ et al. (2002) (Figura 5) e 91% de similaridade com uma
acetilcolinesterase de B. microplus (de 178 nucleotideos, 162 sao idénticos, Gen-
Bank-AF286096; Gonzalez e Lleonart, no prelo) (Figura 6).
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}r;|l.|I:-'IIIII3EEI:-'|@|J.F'.332EI3.1|].'F'1EEEE‘-J Basphilus micseoplus clone 13 eseecase mANA, complete cd=
Length=1350

Scaore = ZBl1 bics (1%2], Expect = 5e-73
Identivies = 173/176 (97%), Gap= = 47176 (I%)
Strand=Flus/Flus

Query 94 LT ARG AT RO ACT IO T-GC CAT AT T CTTOGTICACGTOCTCPATATCE 102

FEELEETTE TRt ter e e e et e Cerre el
Shjot 1104 COTTOCALAGATHROCACTIGTAGCCATGEAATOOTGGCTTC-TICGOGTOCGTCGATATCR 1162

Query 107 TG MGG TCACTTC OGO G ARG CAGUOC TATROGCTCCTTICGTI TCCGOCGRAGCTAGE 162

FEREERTEN TR e e venerney renee et
Shjot 1163 TRGCAGEOGTCACTTEOGROGALGEAGOCE TR-FOGCTORT-CTTITCOSCCGARGETAGR 1220

Quety 181 ACTTCTECCTEATSACCTOSACGGARGCRATCC TEALRACTTAMGGATTCTCTTOMN 220

EEERTER TR e e e e e e e e e e e e e
Shjokt 1221 ACTTCTECCTEATGACCTCOGACGELRGCAATOCTGARRARCTTRAAGGATTCTCTTCR: 1278

Figura 5. Blast n da sequéncia da linhagem resistente RM. Alinhamento com uma
sequéncia de uma CaE de B. microplus (HERNANDEZ et al, 2002).

H] rg:|15353ﬁ31 gh | AF2E608E. 1| AFZEE09E EBoophilus microplus acetylchol ineaceEass-like nPMA, cobplace

SEJUERCE
LexgrhelEdd

Scoze = 194 bica |99, Expecc = Se=47
Idexticies = 162/07T8 [9lk], Gapa = &7178 |k}
Scearnd=P luay/Flua

Query 44 CCTTCCARRMGAT RO CACTTGT-GOCATGAATCOTEECTTICGTICACGTCOSTOOATATOS 102

TRRREEERERE ey PR bR e e Bere et
Bhjetr 1085 CCTTCCRARGATEOCACTTGTAGCCATEAATCGTECTTC-TIOSOGTCORTOGATATOS 1123

Quecy 103  TOGCAEEOOTCACTTCCGACGAAGGAGCOCTATGORCTCGTTCTITCCRIOGANGCTAGR 182

TERERERERREEr PR e e beeme reene e
Ehjet 1124 TOGCAESOGTCACFTOCGACGARGEAGCOCTANT-GCTCGT-GTTTCCGOOGAMGICAGA  11E1

Query 163  ACTTCTGOCTGATGROCTCRROGOAAGCARTCCTERAAAACTTARGRATTCTCTTCOR.  Z20

TRE PEEee 1 tener e ey o veere PeRereerrenrtet
Bhjet 1182 ACTCCTGOOCGACTACCTCRROGOANGCAATCCACRGARACTCARGOATTICTCTTCOR. 1235

Figura 6. Blast n da sequéncia da linhagem resistente RM. Alinhamento com uma
sequéncia de uma AChE de B. microplus (Gonzalez e Lleonart, dados né&o

publicados).
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As sequéncias obtidas foram alinhadas entre si, utilizando o programa
Clustal W (Figura 7). O aparecimento de gaps nas sequéncias pode indicar
delegbes/insergbes que podem ter alterado a janela de leitura, mudando a
seqUéncia de aminoacidos e a conformacdo da proteina formada. Devido a
qualidade das sequéncias produzidas, foram aproveitadas somente leituras com
PHRED>20, sendo possivel alinhar as trés sequéncias com 122 nucleotideos na
regido critica, a qual inclui o sitio de restricdo. Nessa regido, observou-se um total
de 70% de similaridade entre as trés sequliéncias, sendo que a sequéncia da
linhagem tolerante apresentou um alto indice de identidade com a sequéncia da
linhagem resistente, com 95% de similaridade entre si. No sitio de restricdo para
Eco RI, podemos observar duas mutacdes de ponto por transicdo: a substituicao
G—A e a substituicdo A—>G, que, juntas, criam um sitio de reconhecimento para a

enzima de restricdo EcoR | (Figura 8).

TTGTAGCCATGAATCAGTGGTTC-TTCCCGTCCGTCGATATCGTGGCAGGCGTCACTTAC 108
TTGT-GCATGAATCGTGGCTTCGTTCACGTCCGTCGATATCGTGGCAGGCGTCACTT-C 1148
GGGETCGACTACCGC 14

¥ ¥ ¥ *

wH o

CRACGAAGGAGCCCTA—GCGCTCGT-GTTTCCGCCGAA—GCTAGAACTTCTGCCTAGATG 165
CGACGAAGGAGCCCTATGCGCTCGTTGTTTCCGCCGAA—GCTAGAACTTCTGCCT-GATG 176
ACAGAAGCGAGCCCTA—GCGCTCGTGTATCCCGCUGAAAGUTAGAACTTCTGCCTGATTG 73

* * * 3 ¥

e e

ACCTCGACGGAAGCAATCCTGAALALMCTTAAGGA—TTCTCTT———CGCACGGCTCTGT 219

ACCTCGACGGAAGCAATCCTGAALALCTTAAGGA—TTCTCTT———CGCCGGGCTCT— 228

ACCTCGACGGAAGCAATCCTGAALALCTTAGAGAATTTCTCTTACGGCAACGGGCTACTG 133
33 *

33

“H e

CATCATGGGTAAAAGAGGACATACCGGACAT 250

[

TCATCATGGETAAACAAGAGGACATACCG— 162

Figura 7. Alinhamento das trés sequéncias através do programa Clustal W.

s o | e e TV | [ e
360 370 330 390 400

5¥ ABARCTTAGE GAATTTCTCT TACGGCAACG GGCTACTGTC ATCATGHGGTA
RF ALAMCTTARG GA--TTCTCT TC-=GCAC=- GGLT-CTGTC ATCATGGGTA
HE AABMCTTARRG GA--TTCTCT TC—-GLCG—— GGLTCTNGTC ATCATGGG--
Cluztal (o EXETETEE & EXTTEE & L] TEER EXF TTTRERER

Figura 8. Alinhamento das seqléncias, indicando as mutagdes que conferem o
polimorfismo para Eco RI. Linhagens: resistente (RF: CTTAAG), tolerante (HF:
CTTAAG), e sensivel (SF: CTTAGA).
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A partir das sequéncias de DNA de cada linhagem foi feita a tradugao das
sequéncias de aminoacidos, utilizando o programa Expasy Proteomics Server
(Figura 9). Nesta figura, observamos que as mutagdes de ponto que criam o sitio
de restricao para Eco RI, detectadas por PCR-RFLP, geram a substituicao de uma
Lisina (K) para uma Arginina (R).

A anadlise das sequéncias de aminoacidos deduzidas mostrou algumas
diferengas entre elas. A figura 10 mostra a presenga de cédons de parada (stop
codons) nas sequéncias da linhagem sensivel SM e da linhagem tolerante TM,
antes do sitio de restricao EcoRI, porém em posicbdes diferentes. Este resultado
sugere a presencga de uma proteina truncada nessas linhagens.

A analise das sequéncias de aminoacidos, utilizando o programa Expasy

Prosite (http://www.expasy.org/prosite/), mostrou dominios em comum entre as

linhagens, além de dominios exclusivos de cada linhagem (Figura 11, Tabela 7).
Sitios de fosforilagdo para proteina caseina kinase |l (sequéncia SNPE) e sitios de
fosforilagdo para proteina kinase C (sequéncia SIR) foram observados nas
sequéncias de todas as linhagens, porém devido a presenca dos codons de
parada, esses dominios foram perdidos nas linhagens sensivel SM e tolerante TM.
A linhagem tolerante TM apresentou um sitio de amidacao (seqiéncia RGRR) e a
linhagem resistente (RM) foi a que apresentou mais dominios em sua sequéncia,
além dos dominios para sitio de fosforilacdo para proteina caseina kinase Il
(sequéncia SNPE) e um dominio para um sitio de fosforilagao para proteina kinase
C (sequéncia SIR), apresentou, também, um sitio para N-glicosilacdo (sequéncia
NDSL), um sitio para amidacao (sequéncia RGRR) e um dominio para um sitio de

fosforilagao para proteina kinase dependente de cAMP e cGMP (RRRS).
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Frame 5%

Resistente (Gendtipo M)
gaacgattcocttgtogectooogatteotacogacgacgeocagtaccttocaaagatgocact
M D S L S PPDSTTDUDA ATV P S KT DA AT
tgtgocatgaatocgtggocttogttcacgtecogtogatategtggcaggegtcacttooga
C A M NRGFV HYVRUERYU RGE RTEUHTFRER
cgaaggagoccctatgogotogttgttteoocgocgaageotagaacttoctgectgatgaccte
R R S P MRS LFUPPIEKTLETLTLTET DT D L
gacggaagcaatcoctgaaaaacttaaggattotottogoogggotat

I G S N P E KL KT DS L RZR A

Tolerante (Gendtipo H)

gtacgeatcgecocgategtaccacgategecagaccttccaagatgocacttgtagoccatgaa
T H R P IV PFPRSOQETTFOQQTD® AZTTCS HE
tcagtggttcttogogtcogtogatategtggoaggogtcacttacocgacgaaggagecc
S VVLERERVUEZRYERGRUERUHEHLT PTIEKTETE
tagogotogtgtttoogoocgaagoctagaacttotgoctagatgacoctogacggaagoaat
- RS CFRURS-NTFOCLUDZDTULTUDTG S N
cctgaaaaacttaaggattctottogoacggoctotgtecatcatggotaaaagaggacata
P E KL KT DS ULURTA ATLTS S WV ETEDI

cocggacat

P D

Sensivel (Gendtipo W)
gggtcgactaccgoacagaagegagocctagegoctogtgtatoccgoogaaagetagaac
G 5§ T T A ¢ KR ALA ALV YV Y P A E § - N
ttetgeoctgattgacctogacggaageaatcctyaaaaacttagagaatttoctettacgg
F CLTIUDTILTDGS SNPETZ RKTILTRTETFTILTLRER
caacgggotactgtcatcatgggtaaacaagaggacataceg

¢ R ATV I MG K (QETDTI P

Figura 9. Traducéo das sequéncias de nucleotideos através do programa Expasy
Proteomics Server em sequiéncias de aminoacidos. Substituicao resultante da
formacéo de um sitio de restricao para Eco RI (cttaga — cttaag/ LR —LK) indicada

em negrito.
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3’3’ FTRAME

RESISTENTE (GENOTIPO M)
NDSLSPPDSTDDAVPSKDATCAMeeNRGFVHVRRYRGRRHFRRRSP

MetRSLFPPKLELLPDDLDGSNPEKLKDSLRRA

TOLERANTE (GENOTIPO H)
THRPIVPRSQTFQDATCSHESVVLRVRRYRGRRHLPTKEP StopRSCF
RRSStopNFCLDDLDGSNPEKLKDSLRTALSSWVKEDIPD

SENSIVEL (GENOTIPO W)
GSTTAQKRALALVYPAESStopNFCLIDLDGSNPEKLREFLLRQRATYV
IMet GKQEDIP

Figura 10. Tradugcdo das sequéncias, utilizando o programa ExPASy
(http://tw.expasy.org/) mostrando codons de parada nas seqiiéncias das linhagens
sensivel e tolerante, antes do sitio de restricdo Eco RI, indicado em vermelho:
substituicdo LR (linhagem SM) para LK (linhagens TM e RM).

=ensivel

GETTAQERALALVYPAESStopNFCLIDLDGSNPEELREFLL
FOQREATVIMet GEQEDIP

Tolerante
THREPIVPEEQTFQDATCEHESVVLEVERERTY HLFTEEF
Stop RE3CFRESStopNFCLDDLDGSNPEELEDSLRTALISWVYE

EDIFD

Eesistente
SPPDSTDDAVPEEDATCAMet NEGEVHVEERTY H
FEERSPMetESLFPPELELLFDDLDGSNPEELEDSLREA

Figura 11. Dominios protéicos presentes em cada linhagem. Vermelho: sitio de
fosforilagdo para proteina caseina kinase Il; Azul: sitio de fosforilacao para
proteina kinase C; Amarelo: sitio de amidagao; Verde: sitio de N-glicosilagédo e

Rosa: sitio de fosforilagdo para proteina kinase dependente de cAMP e cGMP.
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Tabela 7. Dominios proteicos das enzimas presentes em cada linhagem e suas

respectivas sequéncias de aminoacidos e posicoes.

Dominios Linhagens
Funcao Sequéncia Sensivel Tolerante  Resistente
1. fosforilagdo para SNPE ) ) +
roteina caseina
P SPPD ] ] N
kinase Il
STDD ) ) +
2. fosforilagéo para SLR - - +
proteina kinase C
3. amidagéo RGRR - + +
4. N-glicosilagéo NDSL - - +
5. fosforilagao para
proteina kinase RRRS ) ) +

dependente de
cAMP e cGMP

Analises Estatisticas

A analise de diferencas de proporcoes pelo teste Z mostrou diferencas
altamente significativas entre as freqliéncias genotipicas observadas pelo PCR-
RFLP (Tabela 8), exceto para RD: Hx M (p=0,113) e RM: Hx M (p = 0,605). A
analise de diferencas de proporgdes pelo teste Z entre as freqliéncias haplotipicas
observadas pelo LIS-SSCP (Tabela 9) também mostrou diferencas altamente
significativas, exceto para haplétipo 2 - TD x RD (p = 1,0); SM x TM (p = 0,143) e
TM x RM (p = 0,386). A analise de dependéncia entre os genétipos do PCR-RFLP
e haplétipos do LIS-SSCP verificada pelo teste > de Qui-Quadrado (método de
Monte Carlo) foi significativa (p < 0,05) tanto para as linhagens selecionadas no
teste com deltametrina (X-square = 106,7143, p = 0,0004998), como para as
linhagens selecionadas no teste com malation (X-square = 100,1978, p =
0,0004998).
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Os coeficientes de correlagcdo de Pearson obtidos entre os gendtipos do
PCR-RFLP foram todos significativos (SD x SM, r = 0,801783; TD x TM, r =
0,829156 e RD x RM, r = 0,872871). Os coeficientes gerados para os haplétipos
do LIS-SSCP também foram todos significativos (SD x SM, r = 0,803474; TD x
TM, r = 0,837651 e RD x RM, r = 0,871392).

Tabela 8. Diferencas de Proporcdes (Teste Z) entre as frequéncias genotipicas

observadas por PCR-RFLP e as linhagens selecionadas pelo teste de resisténcia.

Variavel P1 p2 n1 n2 zcalc zcritico sigf (2)
SD-WxH 0,9000 0,1 30 30 10,327956 -10,327956 0
TD-HxM 0,7333 0,2666 30 30 4,0874927 -4,0874927 4,363E-05
RD-HxM 04000 06 30 30 -1,5811388 -1,5811388 0,1138463
SM-WxH 0,9333 0,0667 30 30 13,452121 -13,452121 0
TM-HxM 08000 0,2 30 30 5,809475 -5,809475 6,287E-09
RM-HxM 0,4667 0,5333 30 30 -0,5170293 -0,5170293 0,6051357
SD-WxM 0,9000 0 30 30 16,431677 -16,431677 0
TD-WxM 0,0000 0,2666 30 30 -3,3023283 -3,3023283 0,000959
RD-W-M 0,0000 06 30 30 -6,7082039 -6,7082039 1,981E-11
SM-WxM 0,9333 0 30 30 20,488414 -20,488414 0
TM-WxM 0,0000 02 30 30 -2,7386128 -2,7386128 0,00617
RM-WxM 0,0000 0,6333 30 30 -5,8550083 -5,8550083 4,785E-09
SD x TD (W) 0,9000 0 30 30 16,431677 -16,431677 0
SD x RD (W) 0,9000 0 30 30 16,431677 -16,431677 0
SDxTD (H) 0,1000 0,7333 30 30 -6,4910205 -6,4910205 8,567E-11
SDxRD (H) 0,000 04 30 30 -2,8603878 -2,8603878 0,0042314
SDxTD (M) 0,0000 0,266 30 30 -3,2972617 -3,2972617 0,0009764
SDxRD (M) 0,0000 06 30 30 -6,7082039 -6,7082039 1,981E-11
TDxRD(H) 0,7330 04 30 30 2,7631572 -2,7631572 0,0057246
TDxRD (M) 0,0000 06 30 30 -6,7082039 -6,7082039 1,981E-11

SMxTM (W) 0,9333 0 30 30 20,488414 -20,488414 0

SM x RM (W) 0,9333 0 30 30 20,488414 -20,488414 0
SMxTM (H) 0,0667 0,8 30 30 -8,5196223 -8,5196223 0

SM xRM (H) 0,0667 0,4667 30 30 -3,9277257 -3,9277257 8,579E-05
TMxRM (H) 0,8000 0,4667 30 30 2,8549079 -2,8549079 0,0043051
SMxTM (M) 0,0000 0,2 30 30 -2,7386128 -2,7386128 0,00617
SM x RM (M) 0,0000 0,5333 30 30 -5,8550083 -5,8550083 4,785E-09
TM xRM (M) 0,2000 0,5333 30 30 -2,8549079 -2,8549079 0,0043051

* Sublinhado: resultados significativos (p < 0,05).

**W, H e M: gendtipos observados.
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Tabela 9. Diferencas de Proporgdes (Teste Z) entre as frequéncias haplotipicas

observadas por LIS-SSCP e as linhagens selecionadas pelo teste de

resisténcia.

Variavel p1 P2 n1 n2 zcalc zcritico  Sigf (2)
1—-SDxTD 1,0000 0 30 30 #DIV/0! #DIV/0!  #DIV/0!
1-SDXRD 1,0000 0 30 30 #DIV/0! #DIV/0!  #DIV/0!
4 — SDXTD 0,0000 0,6 30 30 -6,7082039-6,7082039 1,981E-11
4 - SDXRD 0,0000 0,2 30 30 -2,7386128-2,7386128 0,00617
4 - TDXRD 0,6000 0,2 30 30 3,4641016 -3,4641016 0,0005321
3 - SDXTD 0,0000 0,266 30 30 -3,2972617-3,2972617 0,0009764
3 - SDXRD 0,0000 0,667 30 30 -7,7517798-7,7517798 9,104E-15
3 - TDXRD 0,2667 0,667 30 30 -3,3925267-3,3925267 0,0006926
2 - SDXTD 0,0000 0,1333 30 30 -2,1480348-2,1480348 0,0317109
2 - SDXTD 0,0000 0,1333 30 30 -2,1480348-2,14803480,0317109
2 -TDXRD 0,1333 0,1333 30 30 0 0 1
1- SMxTM 1,0000 0 30 30 #DIV/O!  #DIV/0!  #DIV/0!
1- SMxRM 1,0000 0 30 30 #DIV/O!  #DIV/O!  #DIV/0!
4- SMxTM 0,0000 0,6 30 30 -6,7082039-6,7082039 1,981E-11
4- SMxRM 0,0000 0,2 30 30 -2,7386128-2,7386128 0,00617
4- TMxRM 0,6000 0,266 30 30  2,7729414 -2,7729414 0,0055553
3- SMxTM 0,0000 0,333 30 30 -3,870079 -3,870079 0,0001088
3- SMxRM 0,0000 0,6 30 30 -6,7082039-6,7082039 1,981E-11
3- TMxRM 0,333 0,6 30 30 -2,1512889-2,15128890,0314533
2- SMxTM 0 0,0667 30 30 -1,4642422-1,46424220,1431279
2- SMxRM 0 0,1333 30 30 -2,1480348-2,1480348 0,0317109
2- TMxRM 0,0667 0,1333 30 30 -0,8651486-0,86514860,3869572

* Sublinhado: resultados significativos (p < 0,05).

**1, 2, 3 e 4: haplétipos observados.
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DISCUSSAO

O controle do carrapato bovino é baseado principalmente no uso de
acaricidas e essa estratégia tem selecionado a resisténcia a varios produtos
disponiveis comercialmente. Populagdes de B. microplus tém potencial para
desenvolvimento rapido de resisténcia cruzada e multipla pelas suas
caracteristicas bioldégicas e comportamentais e pela falta de programas
monitorados de controle. A resisténcia cruzada (cross-resistance) se deve a
resisténcia a duas ou mais classes de pesticidas com modo de agao igual ou
semelhante e a resisténcia multipla (multi-resistance) se deve a resisténcia a duas
ou mais classes de pesticidas com mecanismo de acdo diferenciado
(RODRIGUEZ et al., 2002, YOON et al., 2004). No presente estudo, linhagens de
individuos sensiveis, tolerantes e resistentes foram coletadas em uma populagao
de B. microplus proveniente da regiao de Uberlandia, MG, apds a exposi¢gdo aos
acaricidas deltametrina (piretréide) e malation (organofosforado), onde alto nivel
de resisténcia foi observado, com 54% de individuos resistentes a deltametrina e
49,33% resistentes ao malathion (Tabela 2), indicando a provavel ocorréncia de

resisténcia multipla nessa populacéo.

A genotipagem por PCR-RFLP revelou uma associagao significativa entre o
gendtipo W (homozigoto selvagem) e o fendtipo “sensivel” (linhagens SD e SM),
com 90% dos individuos SD e 93,33% dos SM apresentando esse gendtipo. O
genotipo H teve associacdo com o fendtipo “tolerante”, com 73,33% dos
individuos TD e 80% dos individuos TM heterozigotos para o marcador Eco RI. O
genodtipo M (homozigoto mutante) foi observado em maior frequéncia nas
linhagens resistentes, com 60% dos individuos RD e 53,33% dos individuos RM,
e associado ao fendtipo “resistente”.

Verificou-se maior frequéncia do alelo w nas linhagens sensiveis (SD e SM)
e maior frequéncia do alelo m nas linhagens tolerantes e resistentes (TD, TM, RD
e RM), apoiando a hipétese para a associagao da presenga do alelo mutante (m)
com a detoxificagdo metabdlica destes acaricidas. A maior incidéncia do alelo w
nas linhagens sensiveis (95% em SD e 97% em SM) e a maior incidéncia do alelo

m (mutante) nas linhagens tolerantes e resistentes (64% em TD, 60% em TM,
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80% em RD e 77% em RM) sugerem, ainda, um processo de seleg¢do direcional
para individuos portadores do alelo mutante em presenga dos acaricidas.
HERNANDEZ et al. (2000, 2002) também verificaram a associagdo do alelo
mutante m com a resisténcia em uma linhagem mexicana resistente a piretroides.

Além disso, os dados apresentados na Tabela 6 mostram que as
frequéncias genotipicas e alélicas reais em cada linhagem estao em desiquilibrio,
com uma frequéncia total de 0,607 para o alelo mutante m na populagao apés o
teste com deltametrina e de 0,545 apds o teste com o malation. Este resultado
sugere que a populagcdo analisada esta sob intensa selecdo em favor da
resisténcia a piretréides e organofosforados, indicando uma expanséao

populacional para as linhagens de individuos portadores do alelo mutante m.

Através da genotipagem pela técnica de LIS-SSCP, foi possivel realizar a
associacado do haplétipo 1, homozigoto selvagem presente apenas nas linhagens
sensiveis, com o fendtipo sensivel e a associagdo do haplétipo heterozigoto
(haplotipo 4) com o fendtipo tolerante, presente apena nas linhagens tolerantes e
resistentes , porém em maior freqiéncia nas linhagens tolerantes. Além disso, um
padrao de bandas inesperado, os quais diferem dos descritos na literatura, com a
presenga de trés bandas no gel (haplétipos 2 e haplétipo 3), sendo o haplétipo 3
mais frequente nas linhagens resistentes e o haplétipo 2 com uma freqiéncia
muito baixa na populagao também foi observado. Esse padrado de trés bandas ja
foi observado em outra populagdo de carrapatos resistentes (PEREIRA, 2003) e
em uma populagdo de mosca do chifre Haematobia irritans (VASCONCELOS,
2004), para o qual nao foi encontrada explicagéo dentro dos resultados esperados
da técnica.

Grande parte dos agentes quimicos possui algum efeito toxico sobre o
DNA, promovendo a alteragdo do material genético, com consequéncias que vao
desde efeitos pouco severos até muito graves, entre eles, alteragao na forma do
organismo, defeitos no funcionamento enzimatico, cancer e resisténcia a
compostos quimicos. Sugerimos a hipétese de que, nos homozigotos, pode ter
ocorrido uma alteragcdo em um dos filamentos da molécula de DNA, pela
substituicdo de um nucleotideo por um analogo de base ou base de pareamento
inespecifico, por exemplo, uma 2-aminopurina ou uma 5-bromouracila, ou ainda,

por mutacao induzida pelo acaricida, gerando uma molécula com conformacéao
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diferente, que justifica o padrdo de migracao intermediario observado nos
haplétipos 2 e 3. Entretanto, para confirmacao dessa hipétese, a purificacdo de
cada banda, de cada haplétipo, e 0 sequenciamento devem ser realizados em
trabalho futuro.

As sequéncias obtidas a partir das linhagens submetidas ao teste com
malation foram comparadas com sequéncias publicadas no GenBank e mostraram
alta similaridade com a sequéncia de uma provavel carboxilesterase de B.
microplus (GenBank-AF182283, descrita por HERNANDEZ et al. (2002) e,
também, com a sequéncia de uma acetilcolinesterase de B. microplus (Gen-Bank-
AF286096), confirmando que a enzima analisada € membro da superfamilia
Carboxilesterase. A analise das seqliéncias confirmou a presenca do sitio de
restricdo Eco RI, criado pela mutacdo de ponto envolvendo dois nucleotideos nas
linhagens tolerante e resistente. Esses resultados confirmam os dados obtidos por
PCR-RFLP e sugerem a associagdo dessas mutagdes de ponto na expresséo da
resisténcia.

A analise das sequéncias de aminoacidos deduzidas mostrou a presenca
de cdédons de parada (stop codons) alternativos nas sequéncias da linhagem
sensivel SM e da linhagem tolerante TM, antes do sitio de restricdo para Eco R,
porém em posicoes diferentes. A presenca de dominios adicionais foi detectada
na sequéncia da linhagem resistente RM (sitio de fosforilagdo para proteina
caseina kinase ll, sitio de fosforilagdo para proteina kinase C, sitio para N-
glicosilagdo e um dominio para um sitio de fosforilagdo para proteina kinase
dependente de cAMP e cGMP). Um sitio de amidacao foi observado nas
sequéncias das linhagens tolerante e resistente, porém em posicdes diferentes. A
auséncia desses dominios nas linhagens sensivel e tolerante pode estar
associada a presenga de stop codons nessas linhagens, produzindo proteinas

truncadas e perda dos dominios protéicos.

A presenga da acetilcolinesterase 1 (EST-1) apenas nas linhagens
tolerante e resistente, com maior atividade na linhagem resistente ao malation
(Figura 2, Capitulo 2) pode estar relacionada a presencga de proteinas truncadas,
devido a aos cédons de parada nas sequéncias das linhagens sensivel e tolerante
ao malation. E provavel que a proteina truncada detectada na seqiiéncia da

linhagem sensivel SM, apresente uma atividade esterasica muito baixa frente ao
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acaricida, nao sendo detectada no gel apds o teste de resisténcia. Outra hipotese
€ que a sequéncia analisada seja correspondente a EST-2, enzima presente em
todas as linhagens, porém detectada com atividade crescente nas linhagens
sensivel, tolerante e resistente, respectivamente, indicando que a presenga de

cddons de parada pode estar associada com a menor atividade da enzima.

Os resultados mostram que a mutagcdo de ponto que criou o sitio de
restricdo EcoRI € um evento molecular que ocorreu simultaneamente a uma série
de alteracbes na seqléncia imediatamente anterior ao sitio e que estao
associadas ao aparecimento de provaveis dominios protéicos que favorecem
modificagbes pods-traducionais, tais como sitios de amidacdo, glicosilagdo e
fosforilagdo, proporcionando o desenvolvimento da resisténcia. A ocorréncia
simultanea dos eventos faz com que o sitio de restrigdo possa ser utilizado para a
deteccao de resisténcia como forma de monitoramento populacional, apesar da
mutacdo que criou o sitio ndo ser o evento molecular responsavel pela
resisténcia. A perda de dominios protéicos devido ao aparecimento de codons de
parada, gerando proteina truncadas, € o principal evento molecular para a
ocorréncia de linhagens de carrapatos tolerantes e sensiveis.

A resisténcia na populagdo estudada, portanto, pode ser gerada pela
combinagdo de varias mutagdes no mesmo gene, que alteraram o quadro de
leitura (mutagbes frameshift), aumentando a atividade da proteina na hidrélise dos
acaricidas. Em artropodes, a resisténcia tem sido associada a presenca de
mutacdes de ponto, as quais atuam alterando a hidrdlise do pesticida e
aumentando a eficiéncia catalitica da enzima (HEMINGWAY et al., 2004,
FLORES et al, 2005). Mutacdes individuais conferem um baixo nivel de
insensibilidade e a combinagdo de varias mutagdbes no mesmo gene resulta
muitas vezes na expressao elevada da resisténcia (FFRENCH-CONSTANT et al.,
2004; ANSTEAD et al., 2005). SHI et al. (2004) analisaram a atividade de AChEs
entre linhagens sensiveis e resistentes a organofosforados de Drosophila
melanogaster e observaram que niveis elevados de resisténcia sao atingidos
pela combinagdo de trés ou mais mutagdes no mesmo gene, aumentando a
eficiéncia catalitica do produto génico.

Outros biomarcadores, ndo explorados nesse trabalho, tais como mutagoes

nos genes codificadores do canal de sodio, glutationa S-transferases, oxidases e
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outras esterases podem, também, estar atuando na expressdo global da
resisténcia e devem ser avaliados em trabalhos futuros para a melhor
caracterizagao da resisténcia e para fornecer informacgdes Uteis em programas de
manejo e controle do carrapato bovino no Brasil. Um aspecto a ser explorado no
controle de carrapatos é a capacidade que os fatores externos, entre eles, os
acaricidas, tém em provocar alteragbes no DNA, que podem culminar em
resisténcia cruzada ou multipla. O conhecimento do potencial genotéxico dos
acaricidas pode possibilitar medidas de controle mais eficientes ou a proibigao do
uso de determinados compostos quimicos, com consequentes ganhos para a

industria agropecuaria e para o meio ambiente.
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CONCLUSOES GERAIS

e Duas CaEs foram expressas em todas os estagios do desenvolvimento e
consideradas como produtos de genes housekeeping.

e Esterases estagio-especificas e sexo-especificas foram detectadas durante
o desenvolvimento.

e Linhagens sensiveis, tolerantes e resistentes ao organofosforado malation
e ao piretrdide deltametrina foram selecionadas apds o teste de resisténcia.

e Uma AChE (EST-1), detectada apenas nas linhagens tolerantes e
resistentes, porém com maior intensidade de coloragdo nas linhagens
resistentes foi associada a resisténcia.

e Uma AChE (EST-2), detectada em todas as linhagens, porém com grau
crescente de atividade esterasica, de acordo com o nivel de resisténcia,
também foi associada a resisténcia aos acaricidas.

e Mecanismos de amplificacdo génica e modoficagbes pods-traducionais
foram associados ao aumento na atividade das AChEs EST-1 e EST-2.

e A genotipagem por PCR-RFLP indicou a associagado entre a presenga do
alelo mutante para o polimorfismo Eco RI e o fendtipo resistente.

e A presenga de codons de parada, gerando proteinas truncadas e perda de
dominios proteicos foi associada a ocorréncia de linhagens de carrapatos
sensiveis e tolerantes aos acaricidas.

e A andlise das sequéncias de aminoacidos mostrou dominios protéicos
adicionais na linhagem resistente que favorecem modificagbes pods-
traducionais e que foram associados as diferentes mutacdes de ponto,

alterando a atividade das proteinas traduzidas e associadas a resisténcia.
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ANEXOS

1-PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA

W. S. SHEPPARD, G. J. STECK and B. A. MACPHERON. (Experimentia 48: 1010

-1013; 1992)

1. Lavar 3 x por 15’ em tampé&o de lavagem.

2. Macerar em nitrogénio liquido.

3. Colocar 600uL de tampdo de Grinding para lavar o cadinho e transferir a
solugao para tubo de eppendorf de 2mL.

4. Acrescentar 600uL de tampao de lise e deixar os tubos de eppendorf no gelo
por 15 minutos.

5. Acrescentar 10uL proteinase K e levar ao banho maria (45°C) por 45 minutos.

6. Acrescentar 10uL de Rnase e manter a 37°C por 1hora.

7. Acrescentar fenol (dobrar volume) e centrifugar 1 minuto a 5000 rpm.

8. Coletar sobrenadante e transferir para outro tubo. Descartar fase inferior.

9. Acrecentar fenol: clorofil (1:1) para dobrar o volume.

10. Centrifugar a 1 minuto por 5000rpm

11. Coletar o sobrenadante e dobrar o volume com fenol: cloroférmio: alcool
isoamilico (25:24: 1).

12. Centrifugar por 1 minuto por 5000 rpm.

13. Coletar sobrenadante e transferir para outro tubo. Descartar fase inferior.

14. Acrescentar 1/10 do volume final de NaCl 2M e dobrar o volume com etanol
100% gelado.

15. Estocar a -20°C por 2 horas ou overnight para precipitar o DNA.

16. Centrifugar por 15 min. a 13.000 rpm.

17. Lavar com 500uL de etanol 70%. Cuidado para nao descartar o pellet.

18. Secar e ressuspender em 70 uL de agua destilada.



TAMPAO DE GRINDING

10 mM Tris

30 uL de Tris 1M

60mM NaCl

90 uL de NaCl 2M

30 mM sacarose

120 pL de sacarose
50%

10 mM EDTA 60 uL de EDTA
0,5M

Agua 2700 plL

Volume total 3.000 pL

TAMPAO DE LISE

300 mM Tris 600 pL de Tris 1M
40 mM SDS 115uL de SDS 20%
20 mM EDTA 80 uL de EDTA

0,5M

0,7% DEPEC

14 uL de DEPEC

Agua

1191 uL

Volume total

2.000 pL
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