Protocolos
sobre bioensaios
para diagnostico
da resisténcia de

Rhipicephalus
microplus aos
acaricidas







Capitulo 10 Protocolos sobre bioensaios para diagndstico da resisténcia de Rhipicephalus microplus acs acaricidas @

INTRODUGAO

Mundialmente presente nos rebanhos bovinos, o carrapato-do-boi (Rhipicephalus
microplus) detém grande importancia para a pecuaria nacional e também mundial. No
presente capitulo, teve-se como objetivo principal mostrar os protocolos laboratoriais
utilizados para diagnosticar a resisténcia deste carrapato aos acaricidas de contato.

O carrapato R. microplus se destaca como um dos principais ectoparasitas causado-
res de perdas significativas na pecudria nacional e de muitos outros paises. Existe uma
estimativa de célculo no Brasil onde os danos economicos, tanto de forma direta quanto
indiretamente relacionados ao parasitismo pelo carrapato-do-boi, somam um prejuizo
no entorno de 3,24 bilhoes de dolares ao ano (GRISI et al., 2014).

Sabidamente este parasita necessita de apenas um hospedeiro para realizar seu ci-
clo de vida parasitaria (monoxeno), sendo este hospedeiro preferencialmente o gado
bovino (ROCHA, 1984). Por meio do processo de hematofagia podem inocular, por
processo natural, juntamente com a sua saliva, diferentes patégenos causadores de do-
encas aos bovinos. Um exemplo classico disso € a infeccdo por bactérias Babesia bovis, B.
bigemina e pelo protozoario Anaplasma marginale, que sdo os agentes responsaveis pela
enfermidade denominada Iristeza Parasitaria Bovina (1PB) (GUGLIELMONE et al.,
2006). Estas enfermidades ja sao bem definidas e descritas, sendo de facil tratamento
quando a doenca ¢ diagnosticada logo no inicio.

Neste contexto, Labruna et al. (2005) relatam que esses carrapatos também podem
acometer diversos outros hospedeiros, seja acidental ou até naturalmente. Dentre eles
podem ser destacados os cervideos e os canideos, entre outros (Figura 10.1).

Em se tratando do Brasil, sabe-se (dados nao publicados) que cervideos, quando em
cativeiro, sao bons hospedeiros, capazes de manter uma populacdo deste carrapato.
lal situacdo também ocorre quando cervideos de vida livre convivem com bovinos na
mesma area de pastagem, sofrendo também com infestacoes de R. microplus.

(Foto cedida por Matias Pablo
Juan Szabo e José Mauricio
Duarte Barbante).
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Outros animais que podem ser parasitados pelo carrapato-do-boi sio os ovinos
deslanados. Um estudo conduzido por Garcia et al. (2015), com ovinos deslanados,
demonstrou a capacidade dos mesmos em manter pelo menos trés geracoes dos carra-
patos na pastagem, apresentando, porém, declinio gradativo do numero de individuos.
E necessario, no entanto, mais estudos nessa area, Ppois existe um questionamento sobre
a capacidade dessas espécies de hospedeiros secundarios ou acidentais serem mante-
nedores de uma populacdo do carrapato R. microplus em condi¢oes naturais no Brasil
(Figura 10.2).

O que se pode afirmar categoricamente ¢ que este ectoparasita ¢ de grande interesse
para a cadeia produtiva bovina e o mesmo representa, conforme colocado anteriormen-
te, uma grande preocupacao, pois os gastos relacionados com o controle e tratamentos
de doengas por eles transmitidos sao elevados.

A problematica maior é que atualmente, no Brasil, ndo existe uma politica publica
especifica para o controle e venda de produtos acaricidas. Praticamente tudo o que se
faz nessa area ¢ movido, na maioria das vezes, somente por interesse comercial, acarre-
tando uma sequéncia de erros e fracassos na tentativa de se controlar esses carrapatos.

Devido a essa realidade, o controle deste carrapato esta cada vez mais dificil, levan-
do em conta que ndo somente no Brasil, mas também no mundo, o carrapato R. micro-
plus apresenta a capacidade de se tornar resistente aos acaricidas. A resisténcia pode ser
proveniente de fatores genéticos previamente estabelecidos ou até mesmo por pressao
de selegdo, a qual pode ser exercida por tratamentos realizados com produtos em dosa-
gens acima ou abaixo do recomendado pelo fabricante, sendo estes os principais fatores
que contribuem para a selecdo de cepas de carrapatos resistentes (FURLONG; PRATA,
2003). Uma vez resistentes estes ectoparasitas vao repassar aos seus descendentes toda
carga genética relacionada a capacidade de resisténcia aos acaricidas que foram empre-
gados na tentativa de controle.

Ovino deslanado,
da raca Santa Inés, naturalmente
infestado por Rhipicephalus
microplus.

Foto: Jaqueline Matias.
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Diante dessa realidade, Higa et al. (2015) relataram que a propagacdo de populacoes
de carrapatos resistentes as bases quimicas disponibilizadas comercialmente para o
emprego do controle do R. microplus no Brasil, ja se encontra presente em diversos es-
tados (Figura 10.3). Ainda com relacao ao mapa da figura 10.3, foi adicionado o relato
de resisténcia a ivermectina no estado de Sao Paulo (CRUZ et al., 2015), cujo os autores
relataram também a presenca de resisténcia nos estados de Minas Gerais e Parana.
‘lambém ja esta comprovada a triste realidade de que alguns estados apresentam popu-
lacoes de carrapatos multirresistentes (RECK et al., 2014).

lal fato, realmente preocupante, faz com que exista uma maior necessidade por
parte dos produtores e érgaos competentes de se criar uma politica nacional de mo-
nitoramento da resisténcia do carrapato bovino frente aos acaricidas disponiveis no
pais, tornando assim uma realidade a pratica do controle verdadeiramente efetivo deste
carrapato. Com esse intuito é que a Embrapa Gado de Corte disponibiliza para toda a

Distribuicéo da resisténcia aos acaricidas em
Rhipicephalus microplus no Brasil

Cada cor indica 0 nimero
de classes acaricidas onde
aresisténcia foi relatada
em cada estado:

- 1 classe (ou P ou AM)

[ 2ciesses Peam)

5 [] 3ciasses peamepson

[ 4 classes P e AM, 0u OF ou LM ou'sP+0F)
- 5 classes (OF, P,AM, Fipronil, P+OF)

6 classes (OF, P, AM, LM, Fipronil, P+OF)

8 classes (OF, P, AM, LM, Fipronil, Fluazuron
& associagoes P+PF e AM+OF)

Mapa do Brasil no qual sao
indicadas as localidades aonde existem
problemas com resisténcia do carrapato-do-boi
aos acaricidas. Siglas: AM: amitraz;

P: Piretroide; OF: Organofosforado;
LM: Lactona Macrociclica.
Modificado de Higa etal. (2015).
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sociedade um servico de monitoramento da resisténcia nas populacoes de carrapatos
nas propriedades, nao s6 do estado de Mato Grosso do Sul, mas também para interes-
sados de qualquer outra procedéncia dentro do Pais.

De forma pratica, rapida e gratuita, sao realizados testes (biocarrapaticidogramas,
toxicologicos, ou bioensaios) que visam diagnosticar a resisténcia dos carrapatos as
diversas bases acaricidas existentes. Os resultados obtidos por estes testes permitem
ao produtor maior seguranca sobre qual acaricida deve ser adquirido para alcangar um
controle com maior eficiencia do carrapato-do-boi.

Neste documento sao relatadas algumas técnicas ja padronizadas e reconhecidas
pela FAO (DRUMMOND et al., 1973), comumente utilizadas (protocolos) para o empre-
go do reconhecimento da resisténcia do carrapato frente aos acaricidas.

No site da Embrapa Gado de Corte (https://www.embrapa br/gado-de-corte) encon-
tram-se disponiveis as Informacoes necessarias para a coleta e envio de carrapatos,
bem como o questionario a ser preenchido com informacoes da area de coleta e sobre
os animais nos quais os carrapatos foram colhidos. Além disso, no mesmo acesso acima
mencionado, é possivel visitar o Museu Virtual do Carrapato, com imagens e informa-
coes sobre as espécies presentes em Mato Grosso do Sul e, também, em outros estados
brasileiros.

CICLO DEVIDA DO CARRAPATO-DO-BOI

Como ja foi anteriormente mencionado, este carrapato apresenta ciclo de vida mo-
noxeno, ou seja, precisa somente de um hospedeiro para cumprir seu ciclo de vida pa-
rasitaria (Figura 104). E importante conhecer o ciclo de vida do carrapato R. microplus
para podermos entender as estratégias de controle. O primeiro passo nesse processo de
tomada de decisdo para o controle deve levar em conta a sazonalidade de ocorréncia e
outros detalhes sobre a biologia da espécie em questdo, e se existem ou nao relatos na
regido sobre populacées de carrapatos resistentes aos acaricidas de contato.

Os adultos, machos e fémeas, acasalam sobre o bovino, e as femeas (teleéginas) co-
mecam entdo o processo de alimentacdo e ingurgitamento com sangue.

As teleoginas, ao ingerir sangue, armazenam alimento adequado e suficiente para a
producdo dos ovos. Uma vez repletas, tendo aumentado cerca de duzentas vezes o seu
peso, se desprendem do animal. Isso ocorre, de preferéncia, nas primeiras horas da
manha.

A partir dai inicia-se a fase de vida livre do carrapato que é chamada de “fase nao para-
sitaria’, uma vez que a mesma se desenvolve fora do bovino. No chao, a tele6gina procura
um lugar umido e abrigado do sol. Ali ela comeca a fazer a digestao dos componentes do
sangue ingerido, no intuito de obter matéria-prima (energia) para a formacao dos ovos.

Cada femea, em condicoes normais, transforma 52% do seu peso em ovos, o que
equivale a aproximadamente 3.000 ovos. Esses ovos, por sua vez, se desenvolvem e
originam larvas, popularmente conhecidas como “micuins”.

As larvas, logo ap6s a eclosdo, ficam no chao, proximas as cascas dos ovos, por um
periodo de dois a trés dias, aguardando o endurecimento da sua cuticula ou carapaca.
Depois, mantendo-se agrupadas, sobem no primeiro talo de planta que encontram, per-
manecendo juntas e formando “bolinhos”, a espera da passagem de seus hospedeiros.
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Ciclo de vida do
carrapato-do-boi,
Rhipicephalus microplus.

Atraidas pelo gas carbonico da respiracdao dos animais ou pelo deslocamento do ar,
percebem a aproximacao de hospedeiros, preferencialmente bovinos, nos quais tratam
de subir e fixar-se. Comega ai, entao, a chamada “fase parasitaria” do ciclo de vida do
carrapato.

Uma vez no hospedeiro as larvas procuram se aderir ao mesmo pela introdugio de
seu aparelho fixador. Ao se alimentarem passam a crescer, e em um periodo aproxi-
mado de 5 a 7 dias realizam a muda de larva para ninfa, a qual, apés 10 a 15 dias, vai
passar a fase adulta sexuada.

A partir do 18° dia as primeiras femeas, fecundadas e ingurgitadas, comecam a
desprender-se do hospedeiro. A maioria delas tende a cair durante o 22° dia de parasi-
tismo, podendo esse periodo estender-se até o 25° dia.

O TRATAMENTO CARRAPATICIDA

O tratamento carrapaticida necessita de procedimentos basicos na sua a¢ao técnica,
tais como:
¢ Usar somente produtos que realmente sao carrapaticidas e aprovados pelo Ministério
da Agricultaria Pecudria e Abastecimento (MAPA);
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¢« Sempre utilizar a dose recomendada pelo fabricante;
¢ loda extensdo corporal do bovino deve ficar molhada com a calda (solucao que
contém o carrapaticida);
¢ Usar sempre equipamentos de protecao individual (EPIs) quando for pulverizar os
animais, para evitar intoxicagao.
Mesmo assim, ndo ¢ possivel confiar no sucesso do tratamento com determinado
acaricida caso néo se conheca o grau de resisténcia dos carrapatos, para ter certeza da
eficacia do produto que se for usar.

O CONTROLE ESTRATEGICO

Além do uso de produtos quimicos, neste caso carrapaticidas adequados ao controle
de carrapatos, ¢ fundamental a sua aplicacao de forma estratégica para obter éxito no
controle. Para estabelecer o controle estratégico do carrapato-do-boi é importante con-
siderar os pontos a seguir:
¢ Recomenda-se uma série de cinco ou seis tratamentos com intervalos de 21 dias, no

final do periodo seco do ano;
¢« Escolher o carrapaticida mais eficiente para combater os carrapatos da propriedade

(teste carrapaticida);
¢ Um tratamento é bem feito, quando o produto ¢ utilizado na dose recomendada,

bem misturado, e molhando todo o corpo do animal.

Considerar a avaliacdo dos carrapaticidas disponiveis no comércio frente a uma de-
terminada populacdo de carrapatos ¢ importante, e saber como realizar os testes é o que
serd mostrado a seguir.

PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS PARA TESTES DE SENSIBILIDADE DOS
CARRAPATOS AOS CARRAPATICIDAS

A escolha de um carrapaticida que realmente combata os carrapatos nos bovinos ¢é
a principal preocupacdo dos produtores. Esta escolha deve ser feita por meio de testes
especificos, uma vez que, embora os carrapatos sejam da mesma espécie, cada pro-
priedade possui uma populac¢do diferente de carrapatos, selecionada de acordo com os
produtos quimicos com os quais ja teve contato.

Procedimentos necessarios para coleta e envio dos carrapatos

¢« Separar do rebanho no minimo um animal e deixa-lo sem tratar com carrapaticida
por aproximadamente 25 dias, caso o produto usado nos bovinos no ultimo trata-
mento tenha sido de contato (banho ou aspersao). Caso o carrapaticida em uso for
sistémico, do tipo “pour on” ou injetavel, os animais devem ficar sem novo tratamen-
to por 35 dias, e em casos como o fluazuron, esperar acima de 40 dias, conforme
indicacao dos fabricantes. Este cuidado é necessario para que os carrapatos que
forem colhidos para o teste nao contenham residuo de carrapaticidas;

¢ Coletar uma quantidade razoavel de féemeas de carrapato (200 ou mais), bem gran-
des (repletas de sangue/ingurgitadas), conhecidas popularmente como “mamonas”
ou “jabuticabas”. A melhor hora para coleta ¢ no periodo da manha, ocasiao na qual
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os animais possuem a maior infestagao por este tipo de carrapato, e ha menor estres-
se (quando ha maior umidade e a temperatura esta mais amena);

¢« Acondicionar os carrapatos em potes de plastico ou caixinhas de papelao com tam-
pa, fazendo orificios pequeninos que permitam a entrada de ar. lomar cuidado com
o tamanho dos orificios para evitar a fuga dos carrapatos;

« Identificar o material, informando nome do proprietario, propriedade, municipio da
propriedade, endereco e telefone para envio dos resultados e, se possivel, enderego
eletronico;

« E muito importante que os carrapatos coletados sejam enviados no mesmo dia da
coleta, de preferéncia no inicio da semana (segunda a quarta). Quando isso nao for
possivel, pode ser feito no dia seguinte, mantendo os carrapatos, até serem enviados,
devidamente acondicionados na parte inferior da geladeira. Se as tele6ginas chega-
rem com inicio da postura é possivel realizar apenas o teste com as larvas posterior-
mente, e Ndo mais com as proprias teleoginas (para avaliar efeito sobre a postura);

¢ Oresultado parcial do melhor carrapaticida a utilizar pode ser conhecido depois de
decorridos 10 dias ap6s o teste. O resultado final sera entregue entre 35 a 40 dias
e estes resultados sao validos apenas para as amostras de carrapato da propriedade
onde foi realizada a coleta;

¢ O ideal ¢ que o teste seja realizado anualmente, de preferéncia antes da época da
implantacdo de um controle estratégico, para se conhecer o melhor produto a ser
utilizado;

¢ Os tres procedimentos basicos para manter os carrapatos sob controle, reduzindo os
prejuizos causados por estes parasitas sao. o conhecimento prévio do carrapaticida
mais adequado para uma determinada populacéo de carrapatos, a melhor época para
se combater o carrapato, e como preparar e aplicar o carrapaticida de forma correta.

Recebimento e preparo das amostras (laboratério)

Ao chegarem ao laboratoério, os carrapatos sao banhados com agua corrente para re-
tirar residuos e/ou sujeiras. Em seguida, as teledginas sao secas sobre bandejas cobertas
de papel absorvente. Ali se inicia a escolha dos individuos maiores, em melhor estado
de integridade fisica, que demonstram maior capacidade de mobilidade e coloracao
caracteristica, ou seja, os carrapatos mais saudaveis.

Para cada principio ativo a ser testado, utiliza-se um grupo de contendo 10 teleo-
ginas, acondicionadas em placas de Petri. Sempre os testes sdo acompanhados de um
grupo controle (com dez teledginas), que servira como referéncia quando comparado
aos grupos tratados, ou seja, se o produto testado ¢ eficaz ou ndo. lodos os grupos sao
pesados em balanca analitica para efeito de homogeneidade no peso entre os tratamen-
tos. Isso constitui fato importante, pois o peso das fémeas esta diretamente relacionado
a producao de ovos e, consequentemente, ao niumero potencial de larvas (que ira depen-
der, também, do indice de eclodibilidade).

Produtos (bases quimicas) utilizados

As bases quimicas a serem utilizadas nos testes aqui apresentados referem-se a pro-
dutos que agem por contato, e incluem piretroides, organofosforados, amidinicos e as-
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sociagoes entre piretroides e organofosforados. lodos os produtos que contém as bases
citadas encontram-se disponiveis no mercado com diferentes nomes comerciais.

Escolha do teste a ser realizado com as amostras

Normalmente, costuma-se adotar no laboratério dois principais testes de sensibi-
lidade dos carrapatos aos carrapaticidas. Estes testes sao conhecidos como leste de
Imersdo de Adultos (11A) e leste de Pacote de Larvas (1 PL). No entanto, existem outros
testes que podem ser realizados, os quais serdo abordados mais adiante.

TESTE DE IMERSAO DE ADULTOS (TIA)

Para uso neste teste, para cada produto a ser testado, sao preparadas 200 mL de
solucdo em frascos (Figura 10.5) contendo o acaricida, na dilui¢do recomendada pelo
fabricante. Cada grupo de tele6ginas é submerso nas respectivas dilui¢cdes por cinco
minutos.

Posteriormente, as teledginas sao retiradas da solucdo e o excesso de liquido ¢ retira-
do com o auxilio de papel filtro. Em seguida as mesmas sao acondicionadas em placas
de Petri, fixadas dorsalmente em fita dupla face e mantidas por 14 dias a estufa (tipo
BOD) em temperatura de 28°C e com umidade relativa de 80% (UR) (DRUMMOND et
al,, 1973).

Encerrada a oviposi¢do, as massas de ovos sdo transferidas para seringas vedadas
com algodao (“cotton plug”), e mantidas em BOD, nas mesmas condicoes acima des-
critas, por mais 10 dias. Os parametros reprodutivos (peso das fémeas ingurgitadas,
peso da massa de ovos e a taxa de eclodibilidade sao analisados segundo a “Eficiéncia
Acaricida” (EA) descrita por Drummond et al. (1973). O produto acaricida é considera-
do eficiente quando EA = 95%.

Teste
Biocarrapaticidograma — Teste
de Imersao de Adultos (TIA).
Foto: Leandro de Oliveira Souza
Higa.
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ER — Eficiencia Reprodutiva;
PMO - Peso da massa de ovos;
PE1 — Peso da femea ingurgitada;
Eclo — Eclodibilidade.

ER= (PMO/PFD) x %Eclo X 20.000*

*Um grama de ovos de R. microplus corresponde a 20.000 larvas.

TESTE DE PACOTE DE LARVAS (TPL)

O teste 1PL ¢ executado de acordo com o protocolo proposto pela FAO (2004), con-
forme descrito por Stone; Haydock (1962). Papéis filtro recortados em formato de qua-
drado sao impregnados com 700 pL da respectiva dilui¢do comercial de cada produto
a ser testado (Figura 10.6).

Ap6s a impregnacao, os papéis sao secos em temperatura ambiente por 24 horas.
Decorrido esse periodo, aproximadamente 100 larvas de R. microplus sdo liberadas, com
o auxilio de um pincel, nos pacotes montados com o papel impregnado pelas diluicoes
a serem testadas e, entdo, fechados com presilhas (Figura 10.7) e acondicionados em
estufa tipo BOD. Ap6s 24 horas determina-se o percentual de mortalidade com base na
relac@o entre larvas vivas e mortas, cujo resultado compée um dos itens considerados
no calculo da eficacia do respectivo produto, que ¢ obtida a partir da seguinte férmula:

Mortalidade corrigida (%) = (% mortalidade tratamento — % mortalidade controle) x 100

100 — % mortalidade controle

Impregnagao
dos papéis, com os diferentes
acaricidas para o Teste de
Pacote de Larvas (TPL).

Foto: Vinicius da Silva Rodrigues.




@' Protocolos sobre bioensaios para diagnéstico da resisténcia de Rhipicephalus microplus aos acaricidas  Capitulo 10

Pacote
impregnado com acaricida
contendo as larvas aprisionadas
em seu interior.

Foto: Marcos Valério Garcia.

TESTE DE IMERSAO DE LARVAS (TIL)

Outro teste que pode ser utilizado para monitorar a eficacia dos carrapaticidas em
larvas ¢ o leste de Imersao de Larvas, desenvolvido por Shaw (1966). Segundo Sabatini
et al. (2001), as solucdes dos produtos a serem testados sao preparadas de acordo com
as recomendacoes do fabricante e, com o auxilio de um pincel, aproximadamente 100
larvas sdo imersas nessas solucdes por um periodo de 10 minutos. km seguida sdo re-
tiradas, secas em papel filtro e depositadas em um pacote semelhante ao apresentado
pelo protocolo do teste 1PL. Apos 24 horas os pacotes sao abertos e realiza-se a conta-
gem de larvas vivas e mortas.

TESTE DE PACOTE DE NINFAS

Esse teste foi realizado com ninfas do carrapato Amblyomma sculptum. Esta espécie
de carrapato acomete equideos e animais silvestres, mas pode também vir a se tornar
um problema na pecuaria. Esta preocupacao procede em funcéo de relatos do que vem
ocorrendo em outros paises, que mencionam infestacoes mistas entre R. microplus e car-
rapatos do género Amblyomma. Considerando-se que carrapatos do género Amblyomma
e o carrapato-do-boi apresentam ciclos de vida distintos, caso isso também aconteca
no Brasil, o combate a estes parasitas se tornaria mais dificil e oneroso do que ¢ neste
momento. Inclusive, ndo ha como prever os efeitos e possiveis necessidades de ajustes
no controle estratégico atualmente preconizado.

Diante disso, existe uma real preocupacao em também monitorar a resisténcia des-
ses ectoparasitas frente a determinados acaricidas. Para tanto, fez-se a adaptacio da
metodologia do leste de Pacote de Larvas (1PL), mudando somente o numero de carra-
patos (ninfas) a serem desafiados aos acaricidas.
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OUTROS METODOS DE DIAGNOSTICO DE RESISTENCIA

Além do método de deteccao fenotipico (L1A e 1PL), a resisténcia dos carrapatos
aos acaricidas pode ser diagnosticada também por métodos bioquimicos e moleculares.
Em relacdo as demais bases quimicas, os organofosforados e piretroides possuem uma
maior resolucdo quanto ao entendimento do funcionamento de seus mecanismos de
acao (ABBAS et al., 2014; GUERRERO et al., 2012).

O mecanismo de acao da classe dos organofosforados esta correlacionado ao aumen-
to na atividade da acetilcolinesterase (AChL), pois Baxter; Barker (1998) observaram
um aumento na atividade desta enzima em carrapatos resistentes ao acaricida. Pruett;
Pound (2006) aperfeicoaram o método de extracao da AChL, sendo a enzima obtida do
singanglio de machos e fémeas por meio de sonicacao. Essa metodologia permite a repro-
ducdo dos procedimentos por outros pesquisadores para o diagnostico da resisténcia aos
fosforados e constitui também uma técnica mais refinada com resultados mais seguros.

A técnica consiste em trés passos. bkxtracdo do Singanglio; Protocolo Padrao de
Acetilcolina; Inibicao da Atividade Esterasica.

Extracao do singanglio

¢ Retirar o singanglio de carrapatos adultos (machos e femeas) por meio de dissecacao;

¢« Alocar o material em tubo de microcentrifuga de 1,5 mL contendo 100 pl de tampao
de extracao (10 mM de fosfato de sodio, pH 6,5, 1 mM ED1A e 0,5% Lriton X-100);

¢« Os singanglios sdo rompidos por maceracdo com auxilio de cadinho e pistilo;

¢ A amostra extraida descansa uma hora a temperatura de 4°C;

¢« Sobrenadante contendo a acetilcolina extraida ¢ coletado e em seguida centrifugado
(14400 rpm x g durante 15 minutos);

¢ Asonicacdo do singanglio ¢ realizada com o aparelho sonicador (aparelho que causa
o rompimento das cé¢lulas ou a homogeneizagao de liquidos nao compativeis), utili-
zando uma sonda microtip 2 milimetros;

« O tempo de sonicac¢do 6tima ¢ de 4 ciclos com pulsos de 3 segundos e um intervalo
de 5 segundos entre os pulsos (PRUETT; POUND, 2006);

¢« Apos o processo de sonicacdo, a amostra é centrifugada por uma hora a 4°C.

Protocolo para dosar acetilcolina (AChE)

O protocolo para avaliagdo de atividade esterasica foi descrito por Ellman et al.
(1961), sendo utilizado com modificacoes (substrato: acetilcolina iodada) no estudo de
Pruett; Pound (2006):
¢« Utilizar o substrato acetilcolina iodada em microplacas. A solucao do substrato (0,12

mM) deve ser preparada em tampao de fosfato de sodio 50 mM, pH 7,5, contendo

> »

0,32 mM de reagente “Ellman’s”, acido 5,5™-ditio-bis-(2-nitrobenzoico).

O ensaio padrao para a atividade da AChE é composto por 20 pl de extrato de AChE
e de 180 ul de solugdo de substrato. A taxa de reacao ¢ monitorada a 30 °C durante
uma hora, medindo a absorbancia a 405 nm a intervalos de 10 minutos, seguido de 5
segundos em agitador. A atividade da AChE ¢ apresentada na forma de declinio da taxa
de reacdo criada pelo aumento da absorbancia ao longo do tempo.
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A analise da distribuicao normal dos dados para R. microplus pode ser alcancada
com analise de variancia unilateral (ANOVA) e o teste comparativo pode ser feito por
meio do teste lukey.

Protocolo para dosar inibicao de atividade de AChE em amostras de
R. microplus

As formas de oxon do parathion, coumaphos, e diazinon (paraoxon, coroxon e dia-
zoxon, respectivamente) 2,5 x 10 -5 M foram usados em experimentos de inibi¢dao de
organofosforados (OF).

Pode ser utilizado singanglio unico de diferentes cepas para extrair AChE. O ex-
trato do AChE ¢é colocado em placas de microtitulacdo. Os inibidores respectivos dos
OF sdo adicionados em concentracoes conhecidas e em igual volume, e incubados por
10 minutos em temperatura ambiente. Na sequéncia, o periodo de incubacao, 180 ul
de substrato padrao para AChE ¢ adicionado nos pogos e a reagdo ¢ monitorada nas
mesmas condi¢oes que € feita para dosar a atividade de AChE. Ao controle de AChE
sem os inibidores, é adicionado 25 ul de 50 mM de tampao fosfato de sodio, pH 7,5. O
efeito de inibicdo é expresso em percentagem (%) de atividade de AChE no tempo de
30 minutos para leitura |(A absorbancia da reacao de inibi¢ao/A absorbancia da reacao
de nao inibic¢ao) x 100].
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