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IDENTIFICACAO DE MUTACOES NO GENE DO CANAL DE SODIO
ASSOCIADAS A RESISTENCIA EM BOOPHILUS MICROPLUS POR RT-PCR
ASSIMETRICO DE BAIXA ESTRINGENCIA

IDENTIFICATION OF MUTATIONS IN CATTLE TICK SODIUM CHANNEL GENE
ASSOCIATED WITH RESISTANCE BY LOW STRINGENCY ASSYMETRIC RT-PCR
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RESUMO: O carrapato bovino (Boophilus microplus), constitui um dos maiores problemas da agropecuaria
de regides tropicais e subtropicais, incluindo o Brasil. Altas infestagdes resultam num significante aumento nos custos
de produgédo devido a reducdes de peso, produgdo de carne e leite. Este carrapato age também como vetor de agentes
causadores de babesiose e anaplasmose, que causam a febre bovina, considerada uma das mais importantes doengas
destas regides. O método mais comum de controle envolve o uso de acaricidas, o que ¢ desvantajoso, pois leva a
selecdo de populagdes de carrapatos resistentes e ocasiona efeitos danosos aos animais e ao ambiente. Mutagdes no
gene do canal de sodio tem sido observadas, conferindo sitios responsaveis pela insensibilidade ao efeito neurotoxico
de piretréides. Para a detec¢do de provaveis polimorfismos neste gene, em teledginas resistentes e sensiveis a
cipermetrina, utilizou-se a técnica da RT-PCR Assimétrico de baixa estringéncia (LSART). A deteccdo de bandas
polimorficas sugere a ocorréncia de mutagdes no canal de sddio a partir da posigdo 2296 do dominio I1IS6 em dire¢éo
a extremidade 3 do gene, que podem estar relacionadas com a resisténcia deste ectoparasito a cipermetrina.
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INTRODUCAO

O carrapato bovino (Boophilus microplus) ¢ um
ectoparasita importante para a agropecuaria brasileira e
demais regides tropicais e subtropicais. Este carrapato
causa prejuizos diretos e indiretos a agropecudria por meio
da reducdo na produgéo de leite e carne, danos ao couro
e transmissdo dos protozoarios Babesia bovis e B.
bigemina e da riquétsia Anaplasma marginale. Estes
organismos quando juntos, causam o quadro conhecido
como Tristeza Parasitaria Bovina. Um agravamento deste
quadro é observado com a introducéo de racas bovinas
européias e o evidente aumento da resisténcia aos
acaricidas comerciais, resultando na seleg¢do de
populagdes de carrapatos resistentes e dificultando ainda
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mais o manejo (JONGEJAN; UILENBERG, 1994;
ANDRADE, 1996; DE CASTRO, 1997).

O controle deste parasita tem sido feito,
principalmente, com o uso de carrapaticidas, destacando-
se entre eles os piretroides. Banhos séo realizados apds
a visualizacdo de carrapatos adultos, podendo este
controle causar o desenvolvimento de cepas de carrapatos
resistentes, riscos de contaminag¢do ambiental e
significativo aumento dos custos de producdo (DE LA
FUENTE et al, 2000).

Piretroéides s@o derivados sintéticos de
neurotoxinas naturais de plantas que se ligam seletivamente
ao canal de sodio (JAMROZ, 1998). Devido sua
seletividade toxica aos invertebrados, os piretrdides
correspondem a 25% de todos os inseticidas utilizados
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mundialmente (GEORGHIOU, 1990). Este uso em larga
escala possibilitou o desenvolvimento de resisténcia a este
pesticida em muitos artropodes como, baratas, moscas
domésticas, moscas das frutas, moscas do chifre,
carrapatos, entre outros (JAMROZ et al, 1998; HE , 1999;
DONG; SCOTT, 1994; WILLIAMSON et al, 1996).
Um importante mecanismo de resisténcia,
determinado por mutagdo no gene do canal de sddio, ¢
caracterizado por uma redug@o na sensibilidade do
sistema nervoso de insetos a piretroide e DDT, conhecido
como knockdown resistance (kdr), primeiramente
observada em cepas de Musca domestica resistentes a
piretréides (JAMROZ et al.,1998). Uma segunda mutacao
denominada super-kdr, também localizada neste gene,
foi encontrada em combinagdo com a kdr produzindo
moscas super resistentes a piretréides (WILLIAMSON
et al., 1996). Jamroz et al. (1998), constataram a
resisténcia a piretroides por meio da mutagao kdr e super-
kdr em populagdes de Haematobia irritans. Varias
muta¢des foram descritas nos dominios Il do canal de
sdédio em varios insetos conferindo resisténcias a
piretréides. Head et al. (1998), encontraram uma mutagao
de ponto no /inker do dominio IIl e IV do canal de sédio,
também associado com este mecanismo de resisténcia em
Heliothis virencens e Holicoverpa armigera. He et al.
(1999) identificaram uma mutag@o de ponto no segmento
I1IS6 altamente conservado do canal de sodio de cepas de
B. microplus altamente resistente a DDT e piretroide.
Este trabalho objetivou o estudo de mutagdes no
canal de sodio na dire¢@o 3’ a partir da posicdo 2296 do
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dominio I1IS6 do canal de sodio de uma populagdo de
carrapatos bovino de Uberlandia (MG).

MATERIAL E METODOS

Em uma populacdo de carrapatos B. microplus
de Uberlandia (MG) foram selecionadas teledginas
resistentes e sensiveis a piretrdide a base de cipermetrina.
Um bezerro altamente infestado foi submetido a um
acaricida piretroide a base de cipermetrina seguindo as
recomendagdes técnicas do produto. As teledginas que
se desprenderam do bezerro até trés horas apds a
aplicagdo do produto foram coletadas como sensiveis e
aquelas que permaneceram aderidas ao bezerro apds 36
horas, foram consideradas resistentes. Apds a coleta das
teledginas, utilizando-se uma lamina de bisturi, foi feita
uma incisdo longitudinal na posi¢éo ventral na direcao
anteroposterior do abdome de cada individuo e o excesso
de sangue lavado com agua ultra-pura. Imediatamente
apos, as teledgenas foram submersas em nitrogénio liquido
e acondicionadas em ultra-freezer (-80°C).

A extracdo do RNA foi feita utilizando o reagente
TRIZOL (Invitrogen Life Tecnolgoy) seguindo as
orientacdes do fabricante. Apos a extragdo o RNA total
foi tratado com DNAse (Promega). Procedeu-se, entéo,
a quantificagdo por espectrofotometria e a qualidade do
RNA verificada em gel de agarose 1,5% (Figura 1). O
RNA foi estocado em aliquotas de 20 pL, diluidas em
agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC), em
ultrafreezer (- 80 °C).

Figura 1. Gel de agarose 1,5% mostrando a qualidade das amostras de RNA total extraidas de teledgenas.

Reacdo de RT-PCR Assimétrico de baixa
estringéncia(LSART)

As reagdes de LSART foram realizadas a partir
de uma reagdo com Transcriptase Reversa (RT). A
reagdo da RT foi realizada em termociclador MJ

Research, Inc., modelo PTC-100 a 37 °C por uma hora
acrescido de um aquecimento de 70 °C por dez minutos.
O volume final de cada reagdo foi de 20 pL contendo
tampdo para RT 1X (250 mM Tris-HCI, pH 8,6; 375 mM
KCI; 15 mM MgCl; 50 mM DTT), 200 uM de cada dNTP,
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50 unidades de Transcriptase Reversa (MMLV), 1,5 ug
de primer PDN_ (hexameros), 20 unidades de inibidor
de RNAse e 1 pg de RNA total.

Apo6s a RT foram feitas reacdes de PCR utilizando
oprimer p (5-GTCTTGGAATTGCCTTGGCT-3") para
o gene do canal de sddio anelando na posigdo 2296 do
gene. Cada reagdo continha Tris-HCI 10 mM, KCI 50
mM, MgCl, 2 mM, 400 uM de dNTPs (100 uM de dGTP,
100 uM de dCTP, 100 uM de dATP e 100 uM de dTTP),
8 pmoles de primer, 1,0 U de Taq DNA Polimerase, e
2uL de ¢cDNA da reagio da RT. Agua ultrapura foi
utilizada para completar o volume para 20 uL. Em cada
reacdo foi adicionada uma gota de 6leo mineral para evitar
a evaporacgao.

Para cada bateria de reagdes foi feito um controle
negativo com todos os compostos da reagdo, exceto o
cDNA. As reagdes foram amplificadas em termociclador
MJ Research, Inc., modelo PTC-100. Inicialmente, a
reagdo foi aquecida a 95 °C durante trés minutos e em
seqiiéncia submetida a 10 ciclos nas seguintes condig¢des:
95°C/30's, 62 °C/40 s e 72 °C/45 s. Apos os 10 ciclos, 10
uL de cada reacdo foram utilizados como femplate (molde)
para outras reacdes de PCR, uma de baixa e outra de alta
estringéncia. A reag@o de baixa estringéncia foi idéntica
aquela realizada com o primer p , s6 que utilizando primers
decameros randomicos (Operon Technology), um para cada
reacdo, e reduzindo a temperatura de anelamento para 40
°C. Para a reacdo de alta estrigéncia apenas a temperatura
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de anelamento foi alterada para 55 °C. Os produtos
amplificados foram visualizados em gel de poliacrilamida
19:1, 6% corado com nitrato de prata. Em seguida os géis
foram secados a temperatura ambiente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 refere-se a um gel de poliacrilamida
evidenciando os amplicons obtidos pela técnica da RT-PCR
assimétrico. As setas indicam as bandas polimorficas entre
teledginas resistentes (L, e L,) e sensiveis a cipermetrina
(L, e L,). Nas colunas L, e L, utilizou-se o decamero
0PA-04 (5’-AATCGGGCTG-3’) na ultima etapa da
LSART e nas colunas L, e L, o decdmero OPA-13 (5°-
CAGCACCCAC-3"). As reagdes destas quatro linhas (L,
L, L, e L,) correspondem as de baixa estringéncia,
utilizando uma temperatura de anelamento de 40 °C. O
aparecimento de bandas polimérficas sugere a ocorréncia
de mutagdes no canal de sodio a partir da posi¢do 2296 do
dominio IIIS6 em direcdo a extremidade 3’ do gene, como
sugerido por He et al (1999) que disseram haver diversas
possiveis mutagdes neste gene relacionadas a resisténcia
ainda ndo identificadas. Estes autores ainda sugeriram haver
uma certa variabilidade em mutagdes ja conhecidas que
conferem resisténcia a piretréides quando populagdes
distintas sdo comparadas. Portanto, esperava-se uma certa
variabilidade entre os cDNAs de teledginas resistentes e
sensiveis evidenciadas na figura 2.
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Figura 2. Gel de poliacrilamida (6%) de produtos gerados por LSART. M (marcador de peso molecular 100 pb); L,
(R) e L, (S) PCR com OPA-04; L, (R) e L, (S) PCR com OPA-13; L, — L, PCR com OPV-17 ¢ OPA-

09;L,-L

12°

PCR com OPA-04 e OPA —13 com alta estringéncia.
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A presenca de bandas idénticas, destacadas no
gel (Figura 2) por um retangulo, em individuos resistentes
e sensiveis confirmam a eficiéncia da técnica do LSART.
Isto era esperado ja que na etapa da reacéo onde o primer
p, foi utilizado, o anelamento ocorreu na mesma regido,
independentemente do individuo, de um gene constitutivo.

Reagdes com outros decameros ndo tiveram boa
amplificagdo. L, L, L, e L, mostram as mesmas reagdes
apresentadas nas quatro primeiras linhas, apenas
substituindo os primers randdmicos pelos OPV 17 (5°-
ACCGGCTTGT-3") e OPA09 (5’-GGGTAACGCC-3%).
Nessa amplificacdo de ma qualidade revelou-se um
anelamento imperfeito destes primers ao gene estudado.

As linhas de L a L, sdo repeti¢des das quatro
primeiras. No entanto, a temperatura de anelamento foi
aumentada para 55 °C ocasionando uma completa auséncia
de bandas. O aumento da estringéncia foi suficiente para
inibir o anelamento dos primers impedindo a repetig¢do
dos dados anteriores obtidos em baixa estrigéncia.
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CONCLUSAO

A técnica de RT-PCR assimétrico de baixa
estringéncia possibilitou a detec¢do de bandas
polimérficas entre teledginas resistentes e sensiveis a
cipermetrina, sugerindo a ocorréncia de mutagdes no gene
do canal de sddio a partir da posicdo 2296 do dominio
11IS6, em direcdo a extremidade 3°, que podem estar
relacionadas com a resisténcia do carrapato bovino a este
principio ativo.
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ABSTRACT: The cattle tick, Boophilus microplus, constitutes a major problem for cattle raising in tropical
and subtropical regions, including Brazil. Heavily infested cattle results in a significant cost to cattle producers due to
the reductions in weight gain, calf production and milk production. These ticks act also as disease vectors transmitting
the causative agents of babesiosis and anaplamosis that cause cattle fever, considered one of the most important pests
of these regions. The traditional method of control involves the use of acaricides, which is disadvantagous because
leads to the selection of resistant tick populations and harmful effects to cattle, humans and the environment. A
number of mutations in the sodium channel gene have been noticed to confer target site insensitivity to the neurotoxic
effect of pyrethroids. Low stringency asymmetric reverse transcription (LSART) technique was used to detect gene
polymorphisms among resistant and susceptible ticks to cipermethrin. The detection of polymorphic bands on
polyacrilamide gel suggests the occurrence of mutations in the sodium channel gene, beginning in the 2296 position of
the 11IS6 domain, in direction 3’ end of the gene, which suggests that the resistance of the ticks is genetically determined.

UNITERMS: Boophilus, Sodium channel gene, Pyrethroids.
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