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PREFACIO

Este livro aborda as palestras proferidas durante o IV Workshop Controle do Car-
rapato, realizado em agosto de 2014. Neste evento, foi discutido o problema atual da
resisténcia genética dos carrapatos aos carrapaticidas, e formas de controle alternativo e
estratégico de combate ao carrapato, além de ensinar a maneira correta de se aplicar o
carrapaticida na forma de aspersao, e como todos esses conhecimentos podem chegar
ao produtor rural. Sempre contando com a experiéncia de especialistas em cada area,
esperamos com este livro aumentar e reciclar o conhecimento de técnicos e produtores
sobre o carrapato-do-boi e seu controle, colaborando para que este parasita possa ser
combatido de modo eficaz e sustentavel.

Cecilia José Verissimo
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DIAGNOSTICO DE RESISTENCIA AS BASES CARRAPATICIDAS EM POPULAGOES
DO CARRAPATO DOS BOVINOS

Luciana Gatto Brito'*; Fabio da Silva Barbieri'; Marcia Cristina de Sena Oliveira?;, Maribel
Funes Huacca®

'Embrapa Rondénia, Porto Velho, RO

SEmbrapa Pecuaria Sudeste, Sdo Carlos, SP,
3Universidade Federal de Rondénia, Porto Velho, RO
"Autor correspondente: luciana.gatto@embrapa.br

RESUMO: Os programas de controle direcionados aos parasitas ainda exigem a utiliza-
cao 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 correta escolha de principios ativos capazes de controlar as
infestagbes nos rebanhos é uma necessidade premente, devido ao rapido surgimento
e estabelecimento de populagdes de carrapatos resistentes. A utilizacao de técnicas fe-
notipicas de avaliagao in vitro da suscetibilidade de carrapatos as bases pesticidas séo
ainda o método mais pratico e de maior aceitagdo para se diagnosticar e mensurar o
grau da resisténcia as bases carrapaticidas nas populagdes, porém provas diagnosticas
moleculares estdo sendo desenvolvidas e utilizadas para a identificacdo de populagdes
do carrapato dos bovinos resistentes as principais moléculas utilizadas em seu controle.
A rapida e acurada identificacdo da resisténcia a pesticidas nas populagdes do carra-
pato dos bovinos deve ser considerada como uma demanda prioritaria para reduzir a
dependéncia quimica relacionada ao controle das infestagdes, mitigar a contaminagao
ambiental determinada pelos pesticidas e eliminar a presenca de residuos parasiticidas
nos alimentos. Lembrando que, a identificagdo de produtos de degradagao de farmacos
parasiticidas em produtos de origem animal se apresenta como uma barreira n&o tarifaria
que sera cada vez mais explorada pelo competitivo mercado internacional de produtos
carneos e lacteos.

Palavras-chave: Carrapato dos bovinos, pesticidas, resisténcia, diagnostico.
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DIAGNOSTIC OF RESISTANCE TO ACARICIDES IN BOVINE TICK POPULATIONS

ABSTRACT: Programs targeted to parasites control still require the use of chemicals
for greater operational stability of the actions and the use of chemical acaricide is the
main control tool for the cattle tick infestations. The correct choice of active principles
able to control infestations in cattle is urgently needed due to the rapid emergence
and establishment of resistant tick populations. The use of phenotyping techniques for
evaluating the susceptibility to pesticides used in the control of cattle ticks populations is
still the most practical method and with greater acceptance to diagnose and measure the
degree of resistance to acaricides bases in these populations. Molecular diagnostic tests
are being developed and used for identification of tick populations of cattle resistant to
molecules used to control infestations. The quick and accurate identification of resistance
to pesticides in cattle tick populations should be considered a priority demand to reduce
addiction related to the chemical control of infestation, to mitigate the environmental
contamination by pesticides and eliminate the presence of parasiticides residues on food.
Should be highlighted that the identification of pesticides degradation products in animal
products is presented as a non-tariff barrier that will be increasingly exploited by competitive
international market of meat and dairy products.

Keywords: cattle tick, pesticides, resistance, diagnosis.
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1. Introdugao

Ainfestacao pelo carrapato dos bovinos, Rhipicephalus microplus, € um dos fatores
limitantes para a melhor rentabilidade da producédo pecuaria nacional. As condi¢des
climaticas predominantes na maior parte do Brasil contribuem para aumentar a intensidade
e o periodo de parasitismo, tornando os prejuizos determinados pelas infestagdes um
problema significativo e impactante para os rebanhos bovinos nacionais.

Foto: Luciana Gatto Brito/Embrapa

Figura 1. Bovino intensamente parasitado e pastagem com alta densidade de larvas do carrapato

dos bovinos.

Ao longo do século passado a industria farmacéutica veterinaria desenvolveu
medicamentos mais eficazes e como resultado, as perdas associadas a produtividade dos
rebanhos foram reduzidas. O acesso facil a produtos parasiticidas e a facilidade com que
eles podem ser aplicados, combinado ao progresso no conhecimento da epidemiologia
de parasitas de ruminantes, levou a um periodo de relativo sucesso no controle das
parasitoses, particularmente em sistemas de producao intensivos. No entanto a falsa
suposicao de que o controle parasitario pode ser facilmente realizado somente através da
utilizagao de produtos quimicos levou ao aparecimento da resisténcia as bases quimicas
parasiticidas mais utilizadas, aumentando também a presencga de residuos nos produtos
de origem animal, além da perda de confiabilidade dos produtores na eficiéncia dos
programas sanitarios de controle de parasitas.

Aresisténciaas bases carrapaticidas € consideradaumfendmeno de origem genética
nas populagdes de carrapatos, onde uma ou mais mutagées conferem ao carrapato a
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capacidade de sobreviver a exposi¢cao as bases quimicas. Na pratica, a selegdo causada
pelos tratamentos quimicos leva ao aumento da frequéncia de individuos resistentes na
populagao, com consequente reducao da eficacia dos farmacos.

Falhas no controle do carrapato dos bovinos decorrentes da resisténcia as bases
carrapaticidas, tém sido cada vez mais comuns nas principais regides pecuarias do pais.
A situacao da resisténcia no controle das populag¢des de carrapato tende a agravar-se em
curto prazo, ndo apenas devido ao uso inadequado e excessivo das bases carrapaticidas,
mas porque a maioria dos produtos utilizados para o controle da mosca-dos-chifres
também possui agao contra o carrapato dos bovinos. Assim, o tratamento quimico dirigido
a uma espécie impde uma selegao indesejavel a outra, uma vez que o carrapato e a
mosca infestam o0 mesmo hospedeiro e sdo expostos simultaneamente as mesmas bases
quimicas.

Apesar das desvantagens do uso de carrapaticidas na bovinocultura, tais como
a poluicdo ambiental, a producédo de residuos na carne e no leite e a exposigcao téxica
imposta as pessoas que aplicam as formulag¢des carrapaticidas, estes farmacos sao ainda
essenciais para o controle das populag¢des de ectoparasitas. No entanto, o uso exaustivo
das formulacdes é responsavel pela perda de eficacia das bases quimicas e determina
o estabelecimento, o desenvolvimento e a emergéncia de populagdes resistentes do
carrapato bovino, assim como, da mosca-dos-chifres.

No Brasil, o controle das populagdes de carrapatos que infestam os rebanhos
bovinos se da pela utilizagdo de uma ampla gama de pesticidas, porém, devido ao baixo
custo relativo, os grupos quimicos piretroide, organofosforado e amidina s&o os de uso
mais comum, lembrando que, a amidina nao possui indicagdo de uso para o controle das
infestacbes causadas pela mosca-dos-chifres. Adisseminacgao da resisténcia as diferentes
bases pesticidas demonstra as limitagdes existentes no controle quimico parasitario,
sendo essencial que as bases parasiticidas sejam administradas como preciosos recursos
no ambito do manejo sanitario dos rebanhos.

O diagnostico precoce da resisténcia em populagdes parasitarias pode viabilizar
0 uso mais adequado dos grupos quimicos disponiveis para o controle das infestacées
por carrapato, ja que novos compostos néao estao sendo disponibilizados com a mesma
velocidade com que a resisténcia se estabelece nas populagbes. Novas opgdes para
o controle parasitario e para 0 manejo da resisténcia em populagbes do carrapato dos
bovinos s&o prioritarias para que se possa reduzir a dependéncia quimica e a emergéncia
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da resisténcia, bem como o consequente aumento dos custos de produgéo e dos riscos
ambientais e a saude daqueles que trabalham e, ou consomem alimentos de origem
animal.

O desenvolvimento e a emergéncia da resisténcia a pesticidas esta relacionado
ao aumento na frequéncia das mutacdes genotipicas decorrentes da pressao de selegao
exercida pelas bases quimicas. Mutacdes que conferem resisténcia aos pesticidas se
caracterizam por alteragdes pontuais e especificas, normalmente de base Unica, as quais
determinam o aparecimento de fendétipos resistentes aos grupos quimicos parasiticidas.
Atualmente ferramentas de diagndstico fenotipico e molecular para detecgéo da resisténcia
as bases quimicas estao disponiveis e podem ser utilizadas com eficiéncia em estudos
epidemioldgicos, fundamentais para a identificagcao e a quantificagao dos fatores de risco
relacionados ao estabelecimento da resisténcia em populagdes do carrapato dos bovinos.

2. Bases moleculares da resisténcia a pesticidas em artropodes

As bases moleculares da resisténcia a pesticidas podem ser resumidas em trés
tipos: amplificacao, alteracdo da regulacao e alteragao estrutural do gene, sendo que as
duas primeiras resultam em alteragcdes quantitativas, enquanto que a ultima envolve uma
mudanca estrutural em sua expressao (SCOTT, 1995).

Em artropodes, os principais mecanismos de resisténcia a pesticidas sao a redugao
na penetracdo e o aumento no sequestro e na detoxicagdo de xenobidticos. Tais
mecanismos contribuem para diminuir a efetividade da dose dos pesticidas, considerando
que uma diminuicdo da sensibilidade no local alvo ou a alteragdo do local de destino
também podem fazer com que a dose do farmaco torne-se ineficaz.

Trés familias de proteinas sdo amplamente responsabilizadas pelo metabolismo dos
farmacos pesticidas: citocromos P450 (oxidases de fungao mista ou MFO), as esterases
(EST) e a glutationa S-transferases (GSTs). As proteinas destas familias também estao
envolvidas na sintese e degradagao de uma grande variedade de compostos metabolicos
enddgenos, assim como na protegcéo contra o estresse oxidativo, na transmissao de sinais
nervosos e no transporte de compostos através das células (RANSON et al., 2002).

A grande maioria dos compostos quimicos usados como acaricidas atua em sitios
especificos do sistema nervoso dos parasitas, alterando processos fisioldgicos vitais. O
sistema nervoso dos artropodes é formado por agregacdes de células nervosas, os quais
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sdo denominadas como neurdnios. Os impulsos nervosos sao transmitidos ao longo das
células, por meio de alteragdes na diferenca de potencial elétrico através da membrana
do neurdnio, alteragdes estas que se propagam ao longo do mesmo. Em condi¢des de
repouso, existe uma diferenga de potencial entre o interior e o exterior da célula, sendo o
interior mais eletronegativo. A concentragao de Na+ fora da célula neuronal € muito maior
do que dentro, sendo que o inverso ocorre com K+. Tais gradientes ocorrem devido ao
transporte ativo de ions através das membranas celulares (“bombas” de Na+ e de K+)
e ao fato de, na condicdo de repouso, as membranas permanecerem impermeaveis ao
transporte passivo de Na+. Estimulos fisicos ou quimicos produzem alterag¢des estruturais
nas proteinas do canal de Na+ que permitem a passagem deste ion e a consequente
despolarizacdao da membrana a partir deste ponto, nova polarizagdo ocorre quando se
abrem os canais de K+. Quando o estimulo chega a extremidade do neurénio ocorre
a liberagao de neurotransmissores, responsaveis pela propagacédo do estimulo nervoso
através das sinapses (ETO, 1990).

Além da complexidade e dificuldade de sua reversdao, o desenvolvimento da
resisténcia em artropodes compromete ndo apenas a base quimica a que as populagdes
foram expostas, mas a todo o grupo quimico a que elas pertencem. O estabelecimento
da resisténcia nas populagdes parasitarias impede a utilizagcdo de todas as classes de
pesticidas disponiveis, fazendo com que o controle do carrapato torne-se praticamente
inviavel.

Levantamento realizado na Australia indica que 80% dos carrapatos em Queensland
sdo resistentes aos acaricidas organofosforados, 50% resistentes aos piretroides
sintéticos e 12% s&o resistentes ao amitraz (CUTULLE et al., 2009). O surgimento deste
tipo de multipla resisténcia tem tornado o manejo das populagdes do carrapato cada vez
mais dificil, representando uma grave ameaca a bovinocultura, uma vez que o transito de
bovinos infestados com carrapatos resistentes possibilita a difusdo de populagdes que
trazem consigo mutagdes que determinam o desenvolvimento da resisténcia as diferentes
bases carrapaticidas.

2.1. Mecanismo de resisténcia a pesticidas piretroides

Pesticidas piretroides sao derivados sintéticos de neurotoxinas naturais de plantas
que se ligam seletivamente as proteinas dos canais de sodio, impedindo seu fechamento
e inibindo a desativacao e a estabilizagcdo dos canais. Como consequéncia o neurdnio nao
consegue voltar a posi¢cao de repouso e ocorre o bloqueio na transmissdo dos impulsos
Nervosos.
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Figura 2. Estrutura quimica dos pesticidas piretroides sintéticos.

Devido a sua seletividade toxica aos invertebrados, piretrdides correspondem a
25% de todos os pesticidas utilizados mundialmente (GEORGHIOU, 1990). O uso em
larga escala de piretréides possibilitou 0 desenvolvimento da resisténcia a este pesticida
em muitos artropodes como os carrapatos, a mosca doméstica, a mosca-dos-chifres, a
mosca-das-frutas, baratas, entre outros (DONG; SCOTT, 1994; WILLIANSOM et al., 1996;
JAMROZ, 1998; HE, 1999; DOMINGUES et al., 2012; LOVIS et al., 2012; FAZA et al.,
2013). Mudancgas estruturais nos canais de sédio devido a presenga de mutagdes podem
diminuir a interagcao entre os compostos piretrdides e seu local alvo, e, assim, reduzir a
sensibilidade dos artropodes a estes pesticidas (DONG, 2007).

A resisténcia aos pesticidas piretroides em artropodes parasitas € baseada na
detoxicagao, na insensibilidade do sitio alvo e em caracteristicas comportamentais
do parasita, porém nao se conhece a importancia relativa de cada um destes fatores
em condi¢gdes de campo e qual seria o principal fator determinante da resisténcia
(GUGLIELMONE et al., 2002).

As mutagdes genéticas tém sido associadas a capacidade de varios parasitas
sobreviverem ao tratamento com pesticidas. Artropodes em geral possuem um curto
intervalo entre geragdes, o que favorece a emergéncia de populagdes com diferentes
perfis genotipicos de acordo com a presséo seletiva a que estdo sendo submetidos.
Tais mecanismos de resisténcia tornam os pesticidas ineficazes em um curto espaco de
tempo, sendo necessario o aumento de sua concentragdo, a mudanga do principio ativo
empregado e a utilizagao de formulagdes com associacdes de diferentes principios ativos

(SUTHERST et al., 1983).
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Porém, o mais importante mecanismo de resisténcia, determinado por mutagao
no gene que codifica a proteina do canal de sddio € caracterizado por uma redugao na
sensibilidade do sistema nervoso de artrépodes a piretrdides e ao diclorodifeniltricloroetano
(DDT), conhecido como “knockdown resistance” (kdr), que inicialmente foi observado em
cepas de Musca domestica resistentes ao pesticida (WILLIAMSON et al., 1996).

Trés mutagdes nos canais de sédio tém sido associados a resisténcia aos piretroides
em populagdes de R. microplus (HE et al., 1999; CHEN et al., 2009; MORGAN et al., 2009;
JONSSON et al., 2010; GUERRERO et al., 2012). He et al. (1999) identificaram uma
mutacéo de ponto no segmento S6 do dominio Ill do gene do canal de sddio, altamente
conservado em cepas de carrapato dos bovinos muito resistentes aos piretrdides e ao
diclorodifeniltricloroetano (DDT). A mutacédo envolve a substituicido de uma tiamina por
uma adenina (T2134A), resultando na substituicdo de uma Fenilalanina por um residuo
de Isoleucina em individuos suscetiveis e resistentes, respectivamente.
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Fonte: Li et al, 2012/adaptado por Luciana Gatto Brito

Figura 3. Ponto da mutacdao KDR no segmento S6 do dominio lll do gene do canal de sédio que

determina a resisténcia a piretroides em carrapato dos bovinos.

Morgan et al. (2009) identificaram uma mutacéao localizada no linker do dominio
Il S4-5 do gene do para-canal de sodio a qual € determinada pela substituicdo de uma
base nucleotidica citosina presente em individuos suscetiveis por uma adenina (C190A)
em individuos resistentes aos pesticidas piretréides. Essa substituicdo determina a troca
do aminoacido Leucina por Isoleucina, a qual € associada a resisténcia aos piretréides.
Uma nova mutacgao foi identificada por Jonsson et al. (2010) em populag¢des australianas
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de R. microplus, a qual esta localizada no linker do dominio S4-S5, onde ha a substituicao
do aminoacido Glicina por Valina o que determina a resisténcia somente ao piretréide
Flumetrim.

Guerrero et al. (2001) desenvolveram uma prova molecular diagnéstica para
identificacdo da resisténcia a piretréides em populagcbes de R. microplus, onde a
substituicdo do aminoacido Fenilalanina por Isoleucina no segmento S6 da transmembrana
do dominio Ill do canal de soédio em individuos resistentes aos piretréides, possibilitou a
clara identificacao de genotipos heterozigotos e homozigotos suscetiveis ou resistentes.

2.2. Mecanismo de resisténcia a pesticidas organofosforados

Os grupos quimicos pesticidas organofosforados e carbamatos tém como alvo os
genes que determinam a atividade enzimatica das acetilcolinesterases (AChEs) no sistema
nervoso central de artropodes. Pesticidas organofosforados inibem irreversivelmente a
acao da enzima AChE, provocando constante estimulagao nervosa que acarreta a morte
por paralisia (MASON et al., 1984).
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Fonte: www.scielo.br/scielo.php?script:

Figura 4. Estrutura quimica dos pesticidas organofosforados.

Embora grandes esforgcos de pesquisa sejam realizados para a identificagdo dos
mecanismos de resisténcia aos organofosforados em popula¢gdes do carrapato dos
bovinos, muito pouco se conhece em relagdo as bases moleculares envolvidas. Acredita-
se que a resisténcia aos pesticidas organofosforados se estabelece e € mantida através
de um complexo processo multifatorial envolvendo diversas AChEs (GUERRERO et al.,
2012; TEMEYER et al., 2013). Uma série de estudos vém sendo realizados para a busca de
evidéncias relacionadas aos mecanismos de resisténcia a pesticidas organofosforados em
populagdes de R. microplus. Porém, mecanismos especificos relacionados a resisténcia a
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este pesticida nao foram identificados. A incerteza relacionada a identidade de transcritos
que codificam AChEs funcionalmente relevantes para os mecanismos de resisténcia de
R. microplus a organofosforados € uma realidade.

Uma ou mais AChEs parecem estar envolvidas na resposta a acaricidas (BAFFI
et al., 2008; TEMEYER et al., 2010; TEMEYER et al., 2013). Recentemente, Bellgard et
al. (2012) identificaram sete contigs (conjunto de sobreposicdo de segmentos de DNA
que em conjunto representam uma regido consenso de DNA) no transcriptoma de R.
microplus 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 ha uma variante de alelos nos
individuos de cepas que apresentam diferentes respostas a organofosforados, concluindo
que o fendtipo resistente a organofosforados deve ser um carater complexo e multigénico.

Infelizmente, mutagdes especificas relacionadas as AChEs nao tém sido
correlacionadas a resisténcia aos pesticidas organofosforados em populagbes de campo
do carrapato dos bovinos (GUERRERO et al., 2012). Ensaios genotipicos alelo especificos
ou sequenciamento de cDNA com cepas de R. microplus resistentes e suscetiveis,
sugerem que mutagdes adicionais estdo potencialmente associadas a insensibilidade de
R. microplus a pesticidas organofosforados (TEMEYER et al., 2011).

2.3. Mecanismo de resisténcia aos demais grupos pesticidas

2.3.1. Amitraz

Amitraz € um acaricida da classe formamidina que tem sido utilizado de forma eficaz
no controle deimportantes pragas agropecuarias, incluindo o carrapato dos bovinos (HAIGH,;
GICHANG, 1980; DAVEY et al., 1984; GARRIS; GEORGE, 1985; KAGARUKI, 1996). O
mecanismo de acao da formamidina, pelo qual exerce seu efeito toxico, se da através da
interagdo da molécula com os receptores de octopamina (B,4-dihidroxifenetilamina) e a,-
adrenoreceptores no sistema nervoso central de artrépodes (EVANS; GEE, 1980; DUDAI
et al., 1987; JONSSON; HOPE, 2007), e, possivelmente, também por inibicdo da enzima
monoaminaoxidase (ATKINSON et al., 1974; SCHUNTNER; THOMPSON, 1976).

Embora os mecanismos de agao para o amitraz ainda nao estejam completamente
compreendidos, tanto esse pesticida quanto outras formamidinas pertencem a uma classe
de pesticidas que apresenta mecanismo de agao distinto.
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Figura 5. Estrutura quimica do pesticida amidina.

A base molecular da resisténcia ao amitraz relacionada ao sitio-alvo da molécula
foi verificada comparando-se sequéncias de cDNA de receptores de uma octapamina
putativa em populacdes australianas do carrapato dos bovinos resistentes e suscetiveis
ao amitraz, porém a sequéncia deste gene a partir da analise de uma variedade de
populagdes demonstraram que tanto cepas suscetiveis quanto resistentes apresentam
sequéncias idénticas relacionadas aos receptores de octapamina (BAXTER; BARKER,
1999).

Estudorealizado por Lietal. (2005) buscando identificar os mecanismos metabdlicos
envolvidos no aparecimento e na fixacao da resisténcia ao amitraz em uma cepa brasileira
de R. microplus identificou que a resisténcia a essa base pesticida é herdada como trago
recessivo incompleto envolvendo mais de um gene, e com um forte efeito materno na
expressao da resisténcia ao amitraz na progénie larval. Evidéncias encontradas por
esses autores, sugerem que também ha o envolvimento de mecanismos de detoxificagcao
metabdlica relacionados com a resisténcia ao amitraz. Dada a possibilidade da resisténcia
ao amitraz envolver tanto mecanismos sitio-alvos como mecanismos de detoxificacao, €
esperado que a resisténcia ao amitraz em populagdes de R. microplus seja de natureza
poligénica.
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O envolvimento de varios genes e o efeito materno sobre o nivel de resisténcia ao
diflubenzuron foi demonstrado em uma linhagem selecionada em laboratério de Lucilia
cuprina (KOTZE; SALES, 2001). Embora a heranca ligada ao sexo na resisténcia a
pesticidas venha sendo demonstrada em varias espécies de insetos (DALY; FISK, 1998;
DE LAME et al., 2001; SHEARER; USMANI, 2001), ndo ha a possibilidade de se testar a
resposta a resisténcia relacionada com o sexo em R. microplus, uma vez que o bioensaio
recomendado pela avaliagao da resisténcia a pesticidas preconizado pela Organizagao
das Nacgdes Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura (FAO) é o teste do pacote de
larvas — TPL (Larval Packet Test - LPT) modificado, onde € avaliada a susceptibilidade e a
resisténcia as bases pesticidas nas larvas do carrapato, o que impossibilita a identificagao
sexual dos espécimes (LI et al., 2005).

2.3.2. Lactonas macrociclicas

Duas classes de lactonas macrociclicas (LMs) apresentam atividade acaricida:
as avermectinas e as milbemicinas. Avermectinas sao lactonas macrociclicas derivadas
do actinomiceto Streptomyces avermitilis enquanto que as milbemicinas sdo derivados
dos produtos de fermentagdo de S. hygroscopicus aureolacrimosus (LASOTA; DYBAS,
1991). Ivermectina, eprinomectina e doramectin pertencem a classe das avermectinas,
sendo que a moxidectina € a unica das milbemicinas comercializada para o controle de
carrapatos. Cada uma dessas lactonas macrociclicas é ativa sistemicamente em doses
muito baixas para o controle de carrapatos.

CH Maxidectin

Fonte: http://www.inchem.org/documents/jecfa/jecmono/v041je01.gif

Figura 6. Estrutura quimica de alguns pesticidas da classe das avermectinas e das milbemicinas.
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As avermectinas e a milbemicina atuam principalmente sobre o acido y-aminobutirico
(GABA) e os canais de cloro-glutamato (FRITZ et al., 1979; CLARK et al., 1995). Poucos
estudos destinam-se a identificar os mecanismos de desenvolvimento da resisténcia as
lactonas macrociclicas em acaros. Clarck et al. (1995) demonstraram que o aumento
da excregdo e a diminuigdo da absor¢cdo, combinados a elevagdo do metabolismo (ou
conjugacao do composto) estdo envolvidos na resisténcia a abamectina, assim como, de
forma indireta, a resisténcia metabodlica (CAMPOS et al., 1995; STUMPF; NAUEN, 2002).

A insensibilidade do GABA e o fechamento dos canais de cloro glutamato, sitio-
alvos relacionados com a resisténcia as avermectinas e as milbemicinas em carrapatos,
sdo sugeridos como 0s mecanismos que determinam a diminuicdo da disponibilidade
de abamectina em sitios de ligagao especificos, especialmente nas subunidades a do
receptor de ligagdo, sendo esse também mais um possivel mecanismo de resisténcia as
avermectinas (CLARK et al., 1995; BLACKHALL et al., 1998).

2.3.3. Fipronil

Fipronil € um pesticida da classe das fenilpirazolonas que tem como mecanismo de
acao o bloqueio de ions cloreto controlados por GABA (GABA-CI) presentes no sistema
nervoso central de artropodes. O sistema receptor de GABA é responsavel pela inibicdo
da atividade neuronal e o bloqueio de tais funcdes é responsavel pela hiperexcitacdo do
sistema nervoso e consequente morte. O bloqueio dos canais de ions cloreto ativados por
glutamato determinado pelo fipronil é a caracteristica, que em parte, é responsavel pela
maior toxidade seletiva dessa molécula para artrépodes, uma vez que mamiferos nao
possuem canais de ions cloreto (NARAHASHI et al., 2007).
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Fonte: http://www.efeitofrontline.com.br/

Figura 7. Estrutura quimica do pesticida fipronil.
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O neurotransmissor glutamato € um aminoacido simples que desempenha papel
excitatorio do sistema nervoso central. Dois tipos de canais de cloro ligados ao glutamato
apresentam caracteristicas eletrofisiologicas e farmacologicas distintas. Em insetos,
0 gene da subunidade do receptor de GABA foi clonado primeiramente em Drosophila
melanogaster (Meigen) e designado como Rdl (relacionado a resisténcia ao Dieldrin,
composto organoclorado sintético), o qual associa-se com outra subunidade do receptor
GABA para formar o sitio de atuagdo de pesticidas ciclodienos e fenilpirazolonas.
A mutacdo que confere resisténcia ao dieldrin esta associada a substituicdo de um
aminioacido Alanina na posicao 302 por um aminoacido Serina, mutagcao essa que confere
a resisténcia também ao fipronil.

3. Teste diagnésticos para identificagao da resisténcia a pesticidas em populagoes
do carrapato dos bovinos

O diagnéstico precoce da resisténcia mostra-se como uma importante ferramenta
para viabilizar o uso mais adequado dos grupos quimicos disponiveis para o controle
das infestagdes por carrapatos. Estudos epidemiolégicos direcionados ao conhecimento
da situagéo da resisténcia as bases pesticidas realizados em diferentes populagbes do
carrapato dos bovinos demonstram a estreita associa¢ao entre os fatores fenotipicos, tais
como limites de concentracgao letal (CL) e fator de resisténcia (FR) das populacdes de
carrapato com a frequéncia de alelos mutantes nas populagdes.

A associagao de provas diagnosticas fenotipicas e genotipicas para a identificagao
da presenca de resisténcia as bases pesticidas mostra-se como uma ferramenta viavel
para o monitoramento da resisténcia nas popula¢des de carrapatos, sendo também util na
elaboragao de novas estratégias de manejo de bases carrapaticidas para o controle das
populagdes de R. microplus.

3.1. Testes fenotipicos para o diagnostico da resisténcia a pesticidas

De acordo com a FAO (2004), a escolha de um teste laboratorial adequado para
avaliar a resisténcia a pesticidas em populagdes do carrapato dos bovinos deve apresentar
alguns requisitos, tais como:

+ ser sensivel o suficiente para identificar a resisténcia no inicio de seu surgi-
mento;
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« abranger toda a gama de grupos quimicos que estdo em uso, incluindo os prin-
cipios ativos mais recentemente desenvolvidos;

» ser simples e de baixo custo e,

« fornecer um resultado rapido e confiavel, sendo também adequado para pa-
dronizagao para utilizagdo em laboratérios de varios paises.

Os testes de avaliagao in vitro mais utilizados para a identificacdo fenotipica da
resisténcia a pesticidas s&o os bioensaios realizados com larvas e fémeas ingurgitadas
de R. microplus. Nenhum dos bioensaios até o momento desenvolvidos atende a todos os
requisitos preconizados pela FAO, sendo necessario o aperfeicoamento dos protocolos
diagnodsticos da resisténcia a pesticida direcionados as populagbes do carrapato dos
bovinos (FAO, 2004).

A anadlise das resposta relacionadas a um questionario aplicado pelo Grupo de
Trabalho da FAO sobre a resisténcia em parasitas (Working Group on Parasite Resistance/
WGPR), demonstra que o método mais amplamente utilizado nos laboratorios envolvidos
com o diagndstico de resisténcia a pesticidas em populagdes de carrapatos é o Teste de
Imersao de Adultos — TIA (Adult Immersion Test - AIT) (FAO, 2004).

Diversos sao os protocolos disponiveis para a identificagao de cepas resistentes de
carrapatos. No entanto, para facilitar o monitoramento global da resisténcia e fornecer uma
base histérica para a comparagao dos resultados dos testes, devem ser adotados métodos
diagndsticos padronizados. Em vista disso e seguindo o conselho de especialistas, desde
1975, a FAO tem recomendado a realizacao do Teste do Pacote de Larvas — TPL (Larval
Packet Test - LPT) para investigagao da resisténcia em cepas de campo do carrapato dos
bovinos, especialmente para acaricidas organofosforados e piretréides sintéticos (KEMP
et al., 1999).

3.1.1. Teste do Pacote de Larvas (TPL)

Esse é um bioensaio amplamente utilizado na América Latina e na Africa e baseia-
se em protocolos australianos utilizados pelo Commonwealth Scientific and Industrial
Research Organization (CSIRO) e pelo Queensland Department of Primary Industries
(DPI). O bioensaio utiliza larvas para o diagndstico da resisténcia em populagdes do
carrapato dos bovinos e os resultados s&do obtidos em cerca de seis semanas, podendo
também ser utilizado para outras espécies de carrapatos ixodideos.

No TPL, método preferencial da FAO para o diagnostico de resisténcia em
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populagdes de carrapatos, as larvas sdo expostas a papéis filtros impregnados com
bases pesticidas e a mortalidade das larvas é quantificada apds 24 horas de exposigao
aos principios ativos. Mais recentemente, os protocolos foram adaptados para avaliagao
da resisténcia a lactonas macrociclicas (LMs).

Foto: Marcia C. de Sena Oliveira/Embrapa.

Figura 8. Teste do pacote de larvas (TPL) utilizado para o diagndstico da resisténcia a pesticidas em

populagdes do carrapato dos bovinos.

Algumas modificagdes ao TPL sdo necessarias para o diagnostico da resisténcia
a amitraz, uma vez que cepas resistentes do carrapato dos bovinos ndo apresentam uma
relagao linear entre o probit da mortalidade e o log da concentragéo do acaricida, nao
se conhecendo as razdes que determinam essa situagao. Tal fato impossibilita que seja
determinada a dose discriminante (2 x LC,, ) e, por isso, se faz necessaria a utilizagéo
de trés diferentes concentragdes de amitraz: 0,2; 0,05 e 0,0125% peso/volume. O teste
segue exatamente o protocolo LPT mas os pacotes sdo colocados em placas de Petri de
plastico (com cada repeticdo de uma concentracado depositada em uma placa separada)
e o tempo de exposicéo é estendido para 48 horas. E importante ressaltar que o LPT n&o
deve ser utilizado para acaricidas reguladores de crescimento, tais como o Fluazurom.

3.1.2. Teste de Imerséao de Adultos (TIA)

O TIA é um ensaio bioldgico que utiliza fémeas ingurgitadas de carrapatos. O TIA
foi descrito por Drummond et al. (1973) e utilizado para determinar a eficacia relativa de
novos acaricidas contra varias especies de carrapatos.

Este bioensaio foi adaptado a partir de testes de resisténcia realizados em
diferentes laboratérios, sem que houvesse sido estabelecido um protocolo-padrao. O
Agriculture Research Service/United States Department of Agriculture (ARS/USDA),
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instituicdo que inicialmente desenvolveu o teste disponibilizou o protocolo que é mais
amplamente utilizado e que também pode ser utilizado para avaliagdo da resisténcia as
lactonas macrociclicas e ao Fluazuron (FAO, 2004).

Foto: Luciana Gatto Brito/I.E-n:B?apa.

Figura 9. Teste de imersao de adultos (TIA) realizado para o diagnodstico da resisténcia a pesticidas

em populagdes do carrapato dos bovinos.

3.1.3. Teste de Imerséo de larvas (TIL)

Este bioensaio larval desenvolvido por Shaw (1996) nao é tao amplamente utilizado
para o diagnéstico de resisténcia quanto o AIT e o LPT. O método também fornece seu
resultado em cerca de seis semanas, 0 mesmo tempo que o TPL. Estudos comparativos
indicaram que os resultados do T/L podem ser comparados com aos resultados do TPL
ja que ha uma boa concordancia entre os resultados dos ensaios. A incapacidade do TPL
para diagnosticar a resisténcia a fluazuron também se aplica ao TIL. Pode-se considerar
o TIL para o desenvolvimento de novos testes para a deteccao de resisténcia a LMs em
larvas do carrapato. O TPL também pode ser usado para LMs mas resultados preliminares
da CSIRO, Australia, ttm mostrado que a TIL é muito mais sensivel (FAO, 2004).

3.2. Diagnostico molecular da resisténcia a pesticidas

Na atualidade, os métodos moleculares para identificacdo de alelos mutantes
relacionados a resisténcia a pesticidas em populagdes dos carrapatos dos bovinos
encontram-se bem estabelecidos para o diagndstico da resisténcia a pesticidas piretroides.
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O ensaio da reacdo em cadeia da polimerase para amplificacdo de alelos especificos
(PCR amplification of specific alleles/PASA) tem como alvo o diagndéstico da resisténcia
local em um segmento do canal sodio, uma vez que pesquisas utilizando cepas de R.
microplus resistentes aos piretréides descobriram apenas um sitio de mutacdo (JAMROZ
et al., 2000; HE et al. 1999; GUERRERO et al., 2001).

Os mecanismos de resisténcia para piretréides que atuam no carrapato dos
bovinos estdo comegando a ser bem entendidos no nivel molecular. Ha uma compreensao
basica dos mecanismos metabdlicos que suportam a resisténcia a organofosforado em
R. microplus, no entanto, um alvo unico capaz de identificar a resisténcia a este pesticida
parece nao ser o caminho para que tenhamos uma prova molecular nos moldes da
utilizada para a identificacdo da resisténcia a pesticidas piretroides.

Muito pouco se conhece nas populagdes de R. microplus a cerca dos mecanismos
envolvidos na resisténcia ao amitraz, ao fipronil e as lactonas macrociclicas. Estudos sao
necessarios para que possamos identificar tais mecanismos relacionados a resisténcia
pesticida em populagao do carrapato dos bovinos. Porém, € consenso que avangos no
conhecimento da genémica de R. microplus irédo estabelecer novos alvos moleculares e
novas ferramentas moleculares de diagnostico da resisténcia.

4. Situacao da resisténcia a pesticidas em populagoes brasileiras do carrapato dos
bovinos

Observa-se que o relato da identificagcao da resisténcia a pesticidas nas populagdes
brasileiras do carrapato dos bovinos vem aumentando principalmente a partir de 2010,
porém relatos anteriores ja demonstram a preocupagao da comunidade cientifica nacional
em relagdo a emergéncia da resisténcia a pesticidas nas populag¢des de R. microplus.

Os estudos fenotipicos diagndsticos da resisténcia a pesticidas ainda sdo os mais
frequentemente realizados no Brasil e demonstram que a resisténcia as classes pesticidas
mais utilizadas, como piretroides, organofosforados e amidina € umarealidade e encontra-
se dispersa em importantes polos pecuarios de producao de bovinos, conforme podemos
observar na Tabela 1.

Ainda sao poucos os estudos que utilizam métodos moleculares para avaliar a
resisténcia a pesticidas nas populagdes brasileiras do carrapato dos bovinos. No estudo
epidemioldgico conduzido por Andreotti et al. (2011) direcionado a identificar a situagao
da resisténcia a acaricidas em populagdes do carrapato dos bovinos estabelecidas no
Mato Grosso do Sul os autores realizaram a pesquisa de alelos mutantes tipo kdr em trés
populagdes de carrapatos fenotipicamente identificadas como resistentes a piretréides,
porém, ndo evidenciaram a presencga da mutacgao.
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Tabela 1. Estudos realizados no Brasil direcionados a identificar fenotipicamente a resisténcia a
pesticidas em populacao do carrapato dos bovinos

. . Método A Populagoes
Base Pesticidas Diagnéstico Area do Estudo Resistentes Autor/Ano
Piretrdides TIL GO 100%* Fernandes, 2001
Piretréides TPL SP 80% Mendes, 2005
Piretroides TIA RO 35% Brito et al, 2010
Piretroides TIA MS 80% Gomes et al,
2011
C N Coelho et al,
Piretroides TIA RN 5% 2013
Piretroides TTL SF. RS, MS, PR, 95% Lovis et al, 2013
Piretroides TIA MS 46% Andreotti et al,
2011
Cipermetrina: 100%
Piretroides TPL MS e RS Deftametrina: 100% | Me"9es otal
Flumetrina: 75%
Piretréides + o Santana et al.,
Organofosforados TIA PE 23% 2013
Piretrdides + o Andreotti et al,
Organofosforados TIA MS 25% 2011
PiretréideS + o Gomes et al,
Organofosforados TIA MS 42% 2011
Piretréides + o .
Organofosforados TIA RO 24% Brito et al, 2010
Organofosfarados TTL SP, RSI’E'\SAS’ PR, 88% Lovis et al, 2013
o Gomes et al,
Organofosfarados TIA MS 43% 2011
Organofosfarados TIA MS 19% Andrggt{c; etal,
Amidina TTL SF RS MS, PR, 82% Lovis et al, 2013
Amidina TIA RO 23% Brito et al, 2010
- Gomes et al,
Amidina TIA MS 36% 2011
- . Coelho et al,
Amidina TIA RN 15% 2013
Amidina TIL SP 69% Mendes et al,

2013

Abreviagdes: TIL - Teste de Imersao de Larvas; TIA - Teste de Imersao de Adultos; TPL - Teste de Pacote
de Larvas; TTL - Teste Tarsal de Larvas. *Avaliagao realizada em uma uUnica populagéo de carrapato dos

bovinos.
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Faza et al. (2013) também realizaram a pesquisa de alelos tipo kdr em larvas de
R. microplus provenientes de 587 populagbes do estado de Minas Gerais. Os autores
identificaram que 91,9 % das populagdes avaliadas sdo heterozigotas, demostrando
que a maioria das populag¢des apresentam o alelo que confere a resisténcia a pesticidas
piretroides.

Estudo realizado por Mendes et al. (2013) n&o identificou em nenhuma das 10
populac¢des avaliadas a mutagdo de ponto no segmento S6 do dominio Ill do gene do
canal de sodio, a qual envolve a substituicdo de uma tiamina por uma adenina (T2134A)
identificada por He et al. (1999).

Estudos epidemioldgicos direcionados a identificar a situacdo da resisténcia a
pesticidas piretroides em populagdes do carrapato dos bovinos nos estados de Rondénia
e Sao Paulo estdo em fase final de realizagdo. Os resultados obtidos até o momento
demonstram que a dispersao dos alelos mutantes kdr € bastante distinta, sendo que em
Rondénia a maioria das populagdes do carrapato dos bovinos avaliadas sdo heterozigotas
(Figura 10), enquanto que as populagdes de Sao Paulo apresentam uma alta frequéncia
de gendtipos SS.

Larva3 Larva 4 Larva 5 Larva 6 Larva7 Larva8 Larva9 100 bp

Foto: Renata da Silva Reis/Embrapa

Figura 10. Gel de agarose a 4% corado com brometo de etideo com produtos de amplificagdao das
amostras de DNA de larvas de carrapato Rhipicephalus microplus provenientes de
populacdes estabelecidas em Ronddnia genotipadas para KDR, mutagao que confere
resisténcia aos carrapaticidas piretroides. Onde: pogcos 1 e 20 = padrao de pares de
bases (100 pares de base); SR= amostras de larvas com genétipo heterozigoto; RR=
amostra de larva com genétipo homozigoto resistente; KDR= indicagcdo da banda com

cerca de 68 pb que torna possivel o diagnéstico da mutacgao.
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5. Consideragodes Finais

Bioensaios padronizados para determinacao do fator de resisténcia em populacdes
do carrapato dos bovinos, tais como o LPT (STONE; HAYDOCK, 1962), sao uteis uma
vez que oferecem um método fenotipico de resposta das populagbes as diferentes
bases pesticidas. No entanto, bioensaios muitas vezes requerem um grande numero de
larvas e varias semanas para que se disponibilizem os resultados. Ensaios diagnosticos
fundamentados em alvos moleculares podem produzir resultados rapidos, em até 24 horas,
a partir da analise de poucos, ou até mesmo, de um unico individuo. O desconhecimento
dos mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia a maioria das bases pesticidas
utilizadas no controle das populacdes do carrapato dos bovinos ainda € um fator limitante
para a ampla utilizagao do diagndstico molecular.

A demanda por avangos metodologicos e recomendagdes praticas relacionadas
ao controle das populagdes do carrapato dos bovinos, torna necessaria a busca de
tecnologias que permitam acompanhar a crescente complexidade da cadeia produtiva
da bovinocultura. O desenvolvimento de ferramentas diagndsticas para deteccéo da
resisténcia a pesticidas em popula¢gdes de campo do carrapato dos bovinos capazes de
gerar resultados rapidos sdo fundamentais para o desenvolvimento de novas estratégias
de controle parasitario e para o manejo das bases pesticidas.

A rapida e acurada identificacdo da resisténcia a pesticidas nas populacdes
parasitarias de ruminantes deve ser considerada como uma demanda prioritaria para
reduzir a dependéncia quimica, mitigar a contaminagéo ambiental e buscar a eliminagéo da
presenca de residuos pesticidas nos alimentos. Na atualidade, a identificagao de produtos
de degradacao de farmacos parasiticidas em produtos de origem animal se apresenta
como uma barreira nao tarifaria que sera cada vez mais explorada pelo competitivo
mercado internacional de produtos carneos e lacteos.

O Brasil, por possuir o maior rebanho comercial do mundo, deve buscar estratégias
qgue resguardem os produtos advindos da bovinocultura nacional. Nesse sentido, o manejo
das bases parasiticidas, incluindo os farmacos carrapaticidas, merece especial atengéo.
A padronizagdo de procedimentos diagnosticos e a realizagdo de amplos estudos
epidemioldgicos direcionados a estabelecer a situagéo da resisténcias as bases quimicas
utilizadas para o controle das populacdes do carrapato dos bovinos mostram-se como
acdes necessarias para o correto uso do arsenal farmacolégico pesticida direcionado ao
controle das populacdes do carrapato dos bovinos, o que possibilitara a oferta de produtos
carneos e lacteos livres de contaminantes quimicos pesticidas.
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