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Resumo

Os programas de controle direcionados aos parasitas ainda exigem a utilizacdo de produtos
quimicos para maior estabilidade operacional das acdes de controle e o uso de carrapaticidas
quimicos é a principal ferramenta de controle para as infestacdes do carrapato-dos-bovinos. A
utilizacdo de técnicas fenotipicas de avaliacao in vitro da suscetibilidade de carrapatos as bases
pesticidas sdo ainda o método mais pratico e mais utilizados para o diagnéstico e mensuracao
do fator de resisténcia as bases carrapaticidas. Na atualidade, o desenvolvimento e o
aprimoramento de provas diagndsticas moleculares de resisténcia aos diferentes grupos
pesticidas devem ser consideradas como acdes prioritarias de pesquisa e desenvolvimento dada
a necessidade de disponibilizacdo ao setor produtivo de ferramentas acuradas e de rapida
execucdo que a médio prazo venham a substituir os bioensaios, os quais necessitam de
aproximadamente 45 dias para obtencdo dos resultados. A partir de uma populacdo de
Rhipicephalus microplus reconhecidamente resistente a pesticidas foram realizados os estudos
que demonstram a atividade enzimatica das estares no processo de detoxicacdo de
organofosforados. Observou-se que na cepa de R. microplus resistente a organofosforados
ocorreu 0 aumento na transcricdio dos genes que codificam enzimas metabolizantes,
possibilitando identificar os alvos moleculares aptos para serem utilizadas no desenvolvimento
do ensaio diagnéstico molecular quantitativo para a resisténcia aos pesticidas organofosforados
em populacdes do carrapato-dos-bovinos.

Palavras-chave: Rhipicephalus microplus, organofosforados, resisténcia, diagndstico molecular
quantitativo.
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Identification of molecular targets for
quantitative diagnosis of resistance to
organophosphates pesticides in cattle tick
populations

Abstract

Control programs targeted to parasites also require the use of chemicals for a greater
operational stability of control measures and the use of chemical acaricide is the main control
tool for the cattle tick infestations. The use of phenotypic evaluation the susceptibility to
pesticides by in vitro techniques in ticks populations is still the most practical method most
used for diagnosis and measurement of resistance factor to the base acaricides. Currently, the
development and improvement of molecular diagnostic tests for resistance to different
pesticide groups should be considered as a priority for research and development actions
given the need to make available to the productive sector of accurate tools and rapid
implementation in the medium term will replace bioassays, which require approximately 45
days to obtain results. From a population resistant to known pesticides Rhipicephalus
microplus were conducted studies demonstrating the enzymatic activity of doors in the
detoxification process of organophosphates. It was observed that the strain of R. microplus
resistant organophosphate was increased in the transcription of genes that encode
metabolizing enzymes, enabling to identify the molecular targets capable of being used for the
development of a quantitative molecular diagnostic assay for organophosphate resistance in
the cattle tick populations.

Key words: Rhipicephalus microplus, organophosphates, resistance, quantitative molecular
diagnostic.
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Introducéao

A infestacao pelo carrapato-dos-bovinos, Rhipicephalus microplus, é um dos fatores limitantes
para a melhor rentabilidade da produgado pecudria nacional. As condicdes climaticas
predominantes na maior parte do Brasil contribuem para aumentar a intensidade e o periodo
de parasitismo, tornando os prejuizos determinados pelas infestacbes um problema
significativo e impactante para os rebanhos bovinos nacionais.

Os programas de controle das ectoparasitoses de bovinos exigem a utilizagcdo de produtos
quimicos para maior estabilidade operacional das acdes e o uso de carrapaticidas quimicos
ainda é a principal ferramenta de controle para as infestagdes do carrapato-dos-bovinos. A
correta escolha de principios ativos capazes de controlar as infestacdes nos rebanhos é uma
necessidade premente, em virtude do rapido surgimento e estabelecimento de populacdes de
carrapatos resistentes.

No Brasil, o controle das populacoes de carrapatos que infestam os rebanhos bovinos se déa
pela utilizacdo de uma ampla gama de pesticidas, porém, por causa do baixo custo relativo, os
grupos quimicos piretroide, organofosforado e amidina sdo os de uso mais comum nos
rebanhos nacionais. A disseminacado da resisténcia as diferentes bases pesticidas demonstra
as limitagOes existentes no controle quimico das ectoparasitoses, sendo essencial que as
bases parasiticidas sejam administradas como preciosos recursos no ambito do manejo
sanitéario dos rebanhos.

O diagnéstico precoce da resisténcia em populagdes parasitérias pode viabilizar o uso mais
adequado dos grupos quimicos disponiveis para o controle das infestacdes por carrapato, ja
que novos compostos ndo estdo sendo disponibilizados com a mesma velocidade com que a
resisténcia se estabelece nas populacdes. Novas opcdes para o controle parasitario e para o
manejo da resisténcia em populacdes do carrapato-dos-bovinos sao prioritarias para reduzir a
dependéncia quimica e a emergéncia da resisténcia, bem como o consequente aumento dos
custos de producdo e dos riscos ambientais e a salde daqueles que trabalham e, ou
consomem alimentos de origem animal.

Bases moleculares da resisténcia a pesticidas em artrépodes

As bases moleculares da resisténcia a pesticidas podem ser resumidas em 1trés tipos:
amplificacdo, alteracdo da regulacdo e alteracdao estrutural do gene, sendo que as duas
primeiras resultam em alteracdes quantitativas, enquanto que a ultima envolve uma mudanca
estrutural em sua expressao (SCOTT, 1995). A amplificacdo representa um aumento no
numero de cépias de partes do gene que acabam por causar a expressao de padroes espaciais
e temporais que predispuseram estes genes a selecao por inseticidas (RANSON et al., 2002).
Ja a alteracdo da regulacdo de um determinado gene é determinada por mudancas que
ocorrem na expressao génica sem, no entanto, ocorrer nenhuma alteracao na sequéncia do
codigo genético (JIRTLE et al., 2007), enquanto que as alteracOes estruturais se relacionam a
delecdes e duplicagcdes no nimero de genes ou a mudancgas na localizagao dos genes, sendo
também denominadas como aberracdes cromossémicas (BURGE et al., 20086).

Em artrépodes, os principais mecanismos de resisténcia a pesticidas sdo a reducdo na
penetracdo e o aumento no sequestro e na detoxicacao de xenobidticos. Tais mecanismos
contribuem para diminuir a efetividade dos pesticidas, considerando que uma diminuicdo da
sensibilidade no local alvo ou a alteracdo do local de destino reduzem a eficacia do farmaco.
Em relagdo ao carrapato R. microp/us estudos evidenciam que ambos os mecanismos de
resisténcia encontram-se presentes, sendo que alteracdes na cinética do canal de sddio
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relacionam-se a resisténcia a piretroides (GUERRERO et al., 2001) e o aumento na sintese de
enzimas relacionadas a detoxicacdo de pesticidas mostra-se um importante mecanismo
envolvido na resisténcia a pesticidas organofosforados (GUERRERO et al., 2012).

Trés familias de proteinas sdao amplamente responsabilizadas pelo metabolismo dos farmacos
pesticidas: citocromos P450 (oxidases de funcdo mista ou MFO), as esterases (EST) e as
glutationa S-transferases (GSTs). As proteinas destas familias também estdo envolvidas na
sintese e degradacao de uma grande variedade de compostos metabdlicos endégenos, assim
como na protecao contra o estresse oxidativo, na transmissdo de sinais nervosos e no
transporte de compostos por meio das células (RANSON et al., 2002).

O desenvolvimento da resisténcia em populacdes de R. microp/us compromete nao apenas o
produto comercial a que as populacdes foram expostas, mas a todo o grupo quimico do
principio ativo utilizado. O estabelecimento da resisténcia nas populagGes parasitarias impede
a utilizacao de todas as classes de pesticidas disponiveis, fazendo com que o controle do
carrapato torne-se praticamente inviavel.

by

Mecanismo de resisténcia a pesticidas organofosforados em cepas do
carrapato-dos-bovinos

O grupo quimico dos pesticida organofosforados (OP) tem como alvo os genes que
determinam a atividade enzimatica das acetilcolinesterases (AChEs) no sistema nervoso
central de artrépodes. Pesticidas organofosforados inibem irreversivelmente a agdao da enzima
AChE, provocando constante estimulacdo nervosa que acarreta na morte por paralisia
(MANSON et al., 1984).

Acredita-se que a resisténcia aos pesticidas organofosforados em populacdes de R. microplus
se estabelece e se mantém através de um complexo processo multifatorial envolvendo
diversas esterases (ESTs) (GUERRERO et al., 2012; TEMEYER et al., 2013). Considera-se
ainda que, a base molecular da resisténcia a pesticidas OP em cepas do carrapato-dos-bovinos
parece estar relacionada com o aumento da transcricdo ou amplificacdo de genes que
codificam enzimas metabolizantes, tais como as AChEs e as ESTs (TEMEYER et al., 2013).

Uma ou mais AChEs parecem estar envolvidas na resposta a acaricidas (BAFFI et al., 2008;
TEMEYER et al., 2012; TEMEYER et al., 2013). Foram identificados por Bellgard et al. (2012)
sete contigs (conjunto de sobreposicdo de segmentos de DNA que em conjunto representam
uma regiao consenso de DNA) no transcriptoma de R. microp/us com significante similaridade
com sequéncias de AChEs. Temeyer et al. (2013) expressaram trés transcritos tipo
acetilcolinesterases isolados em duas cepas resistentes e uma suscetivel de R. microplus e
demonstraram que had uma variante de alelos nos individuos de cepas que apresentam
diferentes respostas a organofosforados, concluindo que o fendtipo resistente a
organofosforados é uma caracteristica de controle genético predominante.

Identificacdo de alvos moleculares envolvidos resisténcia aos pesticidas
organofosforados em cepas do carrapato-dos-bovinos

A utilizacdo de técnicas fenotipicas de avaliacdo da suscetibilidade de carrapatos as bases
pesticidas é ainda o método mais utilizado para o diagndstico do grau da resisténcia das
populacoes de R. microplus. Porém, a rapidez e acuracia das técnicas baseadas na reacao em
cadeia da polimerase (PCR) podem reduzir a dependéncia quimica do controle das infestacdes,
a contaminagao ambiental determinada pelos pesticidas e a reducao da presenca de residuos
parasiticidas nos alimentos de origem animal.
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Métodos de caracterizacdo molecular sdao adequados quando a resposta de resisténcia é
influenciada pela expressdo de genes de resisténcia ao principio ativo dos pesticidas. O
diagnéstico rapido e acurado da resisténcia a pesticidas é possivel por meio do conhecimento das
rotas fisiolégicas envolvidas no processo metabdlico de absorcado e, ou degradacdo que podem
ser identificadas com a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Na atualidade, as aplicacdes da
técnica de PCR quantitativo em tempo real sdo numerosas e incluem os estudos da expressao de
acido ribonucleico mensageiro (mMRNA) e quantificacdgo do numero de coépias de 4&cido
desoxirribonucleico (DNA) gendmico ou complementar (GINZINGER, 2002).

Material e métodos

Caracterizacdo da amostra e avaliacdo fenotipica

Uma populacdo de carrapato-dos-bovinos de Rondénia com fator de resisténcia de 62,6 em
relacdo a cepa suscetivel identificada em Sao Paulo foi utilizada para a realizacao do ensaio
fenotipico direcionado a ativar a sintese das enzimas envolvidas na detoxicacdo de
organofosforados em R. microp/us. Grupos de 10 fémeas adultas com cerca de 4,5 mm foram
submetidos ao Teste de Imersao de Adultos (TIA) desenvolvido por Drummond et al. (1973)
utilizando-se solucdes aquosas de Diazinon em grau técnico (Diazinon, analytical standart, Chem
Service, Lote 2221-100) nas concentracoes de 0,1%, 0,25% e 0,5%. Todas as concentracoes
foram avaliadas em triplicata além do controle, o qual também foi realizado em triplicata
utilizando-se agua ultra-pura. As fémeas permaneceram em imersao com constante agitacao por
30 minutos e apés a realizacdo do teste foram secas com papel toalha e alocadas em placa de
Petri e mantidas em estufa climatizada a 25 °C e atmosfera de umidade relativa de 75%. A
leitura do teste foi realizada apés 24 horas e, fémeas sobreviventes (resistentes) das diferentes
concentracoes foram dissecadas para a retirada do terco superior onde encontra-se localizado o
singlanglio (estrutura que corresponde ao sistema nervoso central dos acaros).

Isolamento de RNA total e obtencdao de cDNA

O RNA total foi extraido utilizando-se kit comercial Tota/ RNA Extraction kit [Mini] (Real Biotech
Corporation, Cat Number YRT50, Taiwan) de acordo com as recomendacdes do fabricante. As
concentracOes totais de RNA extraido, a pureza e a integridade foram avaliados com o RNA
6000 Nano Assay kit utilizando o sistema microfluidico Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies
Inc, Alemanha) e o espectrofotometro de espectro completo (220-750nm) Nanodrop 1000
(Thermo Fisher Scientific, EUA). Antes de transcricdo, o RNA total foi tratado com DNase | kit
(Life Technologies, EUA) seguindo-se as recomendacdes do fabricante.

Para a sintese de cDNA utilizou-se random primers ancorados Oligo (dT) 23 (Sigma-Aldrich,
EUA) em reacao de incubacdo a 70 °C durante 10 minutos juntamente com o RNA total
tratado, conforme descrito pelo fabricante. Em seguida, realizou-se a reacao de transcricao
reversa (Reverse Transcription — RT) utilizando-se o kit comercial High-Capacity cDNA (Applied
Biosystems, EUA) de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante para um volume final de
reacdao de 20 pL. Por fim, o cDNA sintetizado foi quantificado por espectrofotometria para
avaliacao da eficiéncia da reacao de RT.

Desenho dos iniciadores especificos primers

Sequéncias de nucleétidos envolvidos na sintese de AChE e EST e reportadas como
envolvidas na resisténcia a pesticidas OP em cepas do carrapato dos bovinos, Lucilia cuprina e
Musca domestica depositadas no banco publico de nucleotideos GenBank (AF067771.1,

11
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AJ278342.1, AJ278345.1, DQHb33868.1, AF286096.1, U49421.1, U49423.1, U49422.1,
U49420.1, U56636.1, AF133341.1) foram utilizadas para a obtencao dos primers iniciadores
aptos a detectar a mais ampla variabilidade relacionada aos genes envolvidos na sintese
enzimatica que confere resisténcia as populacdes de R. microplus a OP.

Realizou-se o alinhamento das sequéncias utilizando o algoritimo Clustal-W (DNAStar Inc.,
Madison, WI, EUA) para identificacao das regides conservadas e a obtencdo dos primers foi
realizada com o software Primer Blast (YE et al., 2012), sendo a temperatura de anelamento
(Temperature of melting — Tm) o parametro limitante. As Tms tedricas dos amplicons
referentes a cada primer também foram estimadas utilizando-se o software. A obtencao do
primer referente ao gene endégeno RNA ribossdmico 18S de R.microplus foi realizada a partir
da sequéncia JX051005.1 também disponivel no banco publico de nucleotideos GenBank.
Foram desenhados 25 primers para utilizacdo na qPCR (Tabelas 1 e 2). Os iniciadores foram
concebidos de modo que os amplicons tivessem uma Tm variando entre 80 °C e 87,5 °C a
fim de facilitar a identificacdo dos diferentes amplicons em reacdoes multiplex. Todos os
primers foram sintetizados pela Integrated DNA Technologies Co. Ltd. (lowa, EUA).

Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores especificos (primers) desenhados para deteccao
quantitativa do nimero de cdépias de genes envolvidos na sintese de Acetilcolinesterase em
populacoes de Rhipicephalus microplus.

Nome Sequéncia (5'--- 3') Cdédigo de acesso Amplicon Tm
GO SCOOTISOTATIIOCAOAST e AFOSTITLY Tozmh 60°C
GOy SCTITTGOMMCOTIOIOST e aF0G77711 14330 600
GBor CTOCCATASOMICASCASM G sros7 12690 6070
GBooiry QSCONTCMCSTONTIONT  GumsmAROBTIILL 9200 509°C
Gooer JOCCOOTONATOSACTAR G aszraz 1099 5995
Goooer[SISCOTONMTGONTA G Azt 11w 599°C
LGB 007 For CCGCAATACCTCTCGATGAT

GenBank: AJ278345.1 b 0,1°C
LGB 007 Rev ACAGGAAACCGAATGACTGC en=an 8345 96 p 6
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Tabela 2. Sequéncia dos iniciadores especificos (primers) desenhados para deteccao
quantitativa do nimero de cépias de genes envolvidos na sintese de esterases em e sequéncia
do primer referente ao gene endégeno RNA ribossOmico 18S para populagdes de
Rhipicephalus microplus.

Nome Sequéncia (5'--- 3') Cadigo de acesso Amplicon Tm
LGB OB Few  ATTTGCCCGAACAGTAAACG  ConEankiDOS33868.1  132pb 60 °C
[GBOOS Fev  ATTTGOCCGAACAGTAAACG  CenBenki DQSS3ses1  135pb 60 °C
LGB OTORer  ATTTGCCCGAACAGTAAACG ~ OonBenkiDOS338G8.1  133pb 60 °C
[GBO0M Rev  TTGAAGAGACCLTOGCTOAT  CenBonk: AF182283.1  82pb 599 °C
[GB012Rov  ATGGGAGCOARAGGAATCTT ~ CenBanki AF182283.1  150pb 60 °C
[GB013Rev  GAAACCCTTGGTCTCGTTGA  ConBanki AF182283.1  84pb 60 °C
LGB 014 ey TTGAAGAGACCCTCGOTOAT  GonBankiAF2850%6.1  82PB 599 °C
(8018 Rov  GAAACCCTTGGTCTCGTTGA  ConBanki AF286086.1  84pb 60 °C
(B Ol6Rev  AGTATCCOGOCAGCTTITCT ~ CenBanki AF286086.1  126pb 60 °C
[GB017Rev  TOTACCGGAGGTGTOATTGA  ConBankiUSGS361  149pb 599 °C
LGB 018 Ao CCCTTAACACCACGTOCACT  GonBank:USBG3s.l  106pb 599 °C
[GBO19 e CTCTGAGCCACACACTTTGC ~ GonBankiU4sazil  82pb  60°C
(8020 Rev  TTGGTCTGGTGGGCTTTAAC  ConBankiU494z1  111pb 60 °C
[GB 021 Rev  TCAATGCTGGGATCATCAAA  GonBanki U492zl 143pb  60°C
(8022 e TGOACCTCCATAAATCCACA  CenBankiU94201  96pb 60 °C
LGB 023 ey ACCGGAGGTGTGATTGARAC  OonBank:USEG3sl  148pb 599 °C
[GB024Fov  GAAGCGCAATTGTAGGAAGE  ConBanki AF13334T1  o1pb 60 °C
(8028 hov  GOCTAAGGAAACCCAACACA  ConBanki AF1333411  122pb 60 °C
ANA 18SRov  TCTCGAGGCACACAATGAAG ~ ConBanki JX0S1005.1  131pb 60 °C
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Resultados e discussao

Diagnéstico molecular para a quantificacao relativa (QPCR) da resisténcia aos
pesticidas organofosforados

Inicialmente, os ensaios em tempo real foram otimizadas em reacdoes de PCR sing/ep/ex
utilizando-se o corante de ligacdo de DNA Eva-Green™(SoFast EvaGreen kit, BioRad). Foram
testados os 25 pares de primers desenhados para deteccao quantitativa dos genes AChE e
Est, a fim de se evidenciar as melhores performances de amplificacdo para os alvos
moleculares selecionados. Para a otimizagdo da reacao quantitativa de PCR em tempo real
(gPCR), as menores concentracoes de primers e cloreto de magnésio (MgClz) capazes de gerar
os maiores picos de fluorescéncia e os menores ciclos liminares de amplificacao (threshold
cycle — Ct), a andlise da resolucdo dos picos das curvas de melting e os valores de ciclo de
quantificagcao (Cq). Ciclo de quantificacdo é o ciclo em que a fluorescéncia relacionada ao alvo
molecular pode ser detectada pelo termociclador e é o resultado de base para a gPCR: valores
inferiores de Cq significam maior nimero de cépias iniciais do alvo.

O gene endégeno RNA ribossémico 18S de R.microplus foi utilizado com gene endégeno
controle e também para o célculo da expressao génica relativa nas amostras de teleéginas
sobreviventes a diferentes concentragoes de Diazinon. Cada ensaio sing/ep/ex-PCR em tempo
real foi realizado em um volume de reacdo de 20 | contendo: 2X SsoFast ™ EvaGreen®
Supermix (Bio-Rad Laboratories Inc., EUA), 100 ng de cDNA e 0,5 M de cada um dos
primers. A amplificacado foi realizada utilizando o sistema de deteccdo toque CFX 96 (Bio Rad
Laboratories Inc., Hercules, CA, EUA), e a reacdo consistiu de uma desnaturacéao inicial a 95
°C durante 90 segundos e 39 ciclos com 95 °C durante 5 segundos, 60 °C durante 20
segundos e 72 °C durante 30 segundos, seguida de um arrefecimento final a 4 °C durante
um minuto. Uma curva de fusdo (mefting curve) foi padronizada a partir de uma rampa de
temperatura de anelamento varidvel entre 60 °C e 80 °C com aumento de 2 °C/segundo. Os
dados de expressao relativa foram analisados a partir do software CFX Manager ™. Todos os
experimentos foram realizados utilizando-se como controle negativo uma amostra contendo
agua ultrapura em igual volume de cDNA e com o propdsito de avaliar a reprodutibilidade cada
alvo molecular foi avaliado em triplicata.

A quantificacdo de mRNA em cada amostra de teledgina foi determinada pelo software CFX
Manager™, a qual foi normalizada por meio da quantificacdo dos niveis de expressdo do gene
enddégeno. Os niveis de expressao de mRNA referentes a AChE e EST nas amostras-controle
sensiveis (teledginas mortas apds exposicao ao Diazinin) e resistentes foram quantificados em
unidades relativas (Relative Unites - RU) utilizando-se o CFX Maneger™ software (Bio-Rad
Laboratories Inc., EUA).

Especificidade da reacao quantitativa de PCR (qPCR)

Apds o screening do conjunto de 25 primers desenhados para identificacdo e quantificagcao de
genes envolvidos na sintese de AchE e EST, foram selecionados trés primers como aptos a
serem utilizados na elaboracdo da prova diagndstica quantitativa para identificacdo de
populacbes de R. microplus resistentes a pesticidas OP. A especificidade dos primers foi
verificada em ensaios sing/eplex-PCR em tempo real. A andlise da temperatura de anelamento
(Tm) dos produtos de amplificacdo utilizando o corante EvaGreen (EG) evidenciou temperaturas
especificas para cada um dos primers selecionados, as quais originaram picos distintos de Tm
para cada primer, sendo esses de 80 °C para o primer LGB 007 o qual detecta o gene envolvido
na sintese de AchE2; de 82,5 °C para o primer LGB 003 apto a detectar o mRNA envolvido na
sintese da AChE e, de 87,5 °C para o primer LGB 012 responséavel pela deteccdao do mRNA
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envolvido na sintese de EST. A Tm de 83,5 °C possibilitou a identificacdo da amplificacdo do
gene de controle endégeno RNA ribossdmico 18S de R. microplus. Os picos de Tm identificados
nos ensaios individuais para cada um dos genes envolvidos na sintese enzimatica de AchE,
AchE2 e EST também foram observados nas andlises EG p6s-PCR das bandas dos ampl/icons
(Tabela 1; Figura 1).

Adicionalmente alvos moleculares ndo enzimaticos especificos, como o gene gliceraldeido 3-
fosfato dihidrogenase (GAPDH) e o controle negativo dgua usados com template para a
padronizacdo da reacdao EG gPCR. Picos de Tm nao especificos para o mRNA dos trés genes
alvos envolvidos na sintese enzimatica podem ser observados, a excegao de um pico de baixa
Tm relacionado a formacao de dimeros de primers que podem ser distinguidos dos amplicons
alvos, em virtude da baixa temperatura de anelamento (Figura 1). Estes dados demonstraram
que ensaios singleplex EG gPCR mostram-se aptos para o estabelecimento de uma prova
molecular quantitativa especifica para o diagnéstico da resisténcia a pesticidas OP por meio
da identificacdo do mRNA envolvido na sintese enzimatica de AchE2, AchE e EST.

-d(RFU)MT

Temperature, Celsius

Figura 1. Avaliacéo da especificidade do ensaio PCR singleplex em tempo real para o diagnéstico da resisténcia
4 pesticidas organofosforados (OP) em populacdes de Rhipicephalus microplus pela anédlise da temperatura de
anelamento ( Temperatue melting - Tm) do DNA complementar (cDNA) referente ao RNA mensageiro (mRNA)
envolvido na sintese enzimatica de acetilcolinesterases (AChE), acetilcolinesterase 2 e AChE2), esterase (EST)
e do gene endégeno RNA ribossdmico 18S.

Diagnéstico quantitativo molecular da resisténcia a pesticidas organofosforados

Para a obtengdo das curvas-padrao a partir de valores de Cq dos ensaios sing/ep/ex em tempo
real foram avaliados a correlacdo linear (R>20,8) entre os valores de Cq e o log'® do numero
de coépias iniciais de cDNA (Figura 2).
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Figura 2. Curvaspadrio de eficiéncia de quantificacdo da expressdo: (A) gene endégeno RNA ribossdmico 18S
de Rhipicephalus microplus; (B) gene envolvido na sintese de enziméatica de acetilcolinesterases (AChE); (C) gene
envolvido na sintese de enzimatica de acetilcolinesterase 2 (AChE2) e, (D) gene envolvido na sintese de
enziméatica de esterases (EST)

A maior eficiéncia de quantificacdo do mRNA envolvido na sintese AChE, AChE2 e EST foi
observada nas teledginas submetidas a imersdo em solucdo de Diazinon a 0,25% com 1,00%,
1,73% e 4,26%, respectivamente (Figura 3), indicando uma associacdo significativa das
avaliacdes in vitro de resisténcia com a amplificacdo de genes relacionados a resisténcia. A andlise
das curvas-padrdo para os alvos moleculares testados demonstrou um coeficiente de correlacao
(R?) acima de 0,98 para todas as rotas metabdlicas associadas a detoxicacdo de pesticidas OP.

% PRO3/AChE
3  PRO7/AChE
, I PR12/EST

o TR
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Figura 3. Comparacao de niveis de expressao dos genes envolvidos na sintese de acetilcolinesterases (AChE),
acetilcolinesterase 2 (AChE2) e esterase (EST) nos tratamentos com Diazinon a 0,1%, 0,25% e 0,5% nas cepas
resistentes de Rhipicephalus microplus.
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Esses resultados subsidiam a caracterizacdo de alvos moleculares para o diagnéstico quantitativo
da resisténcia a pesticidas OP em populacdes brasileiras e R. microp/us e corroboram com
Guerrero et al. (2012) e Temeyer et al. (2013) que evidenciaram que a resisténcia aos pesticidas
organofosforados em populagcdes do carrapato-dos-bovinos se estabelece e se mantém através de
um processo multifatorial envolvendo diversas AChEs que promovem o aumento da transcricdo ou
a amplificacdo de genes que codificam enzimas metabolizantes de xenobidticos.

Conclusoes

O diagnéstico quantitativo (qQPCR) em tempo real da resisténcia a pesticidas organofosforados
direcionado a identificar cepas do carrapato-dos-bovinos resistentes apresentou um bom
desempenho na diferenciacdo dos niveis de expressdao de genes envolvidos na detoxificacdo do
pesticida. A padronizacdo de reacdes singleplex em PCR em tempo real permitiu o
desenvolvimento de um ensaio molecular de alta acuracia para o diagndstico da resisténcia a
pesticidas organofosforados em populacées do carrapato-dos-bovinos.

A andlise de anelamento dos primers indicou que o método é sensivel, especifico, rapido e de alto
rendimento para o diagnéstico da resisténcia ao pesticida em populacées do carrapato-dos-
bovinos.
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