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RESUMO

BARROS, Guilherme Mota Macieldo do Régo. Caracterizacdo molecular e toxicologica de
Ctenocephalides felis felis frente ao Fipronil. 2025. 47p. Dissertacdo (Ciéncias Veterinarias).

Instituto de Veterinaria. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2025.

A pulga é um importante ectoparasita que pode causar enfermidades em animais domeésticos.
Ctenocephalides felis felis € a espécie mais comum nesses animais e o Fipronil, um fenilpirazol, atua
nos canais de cloro ativados pelo GABA (acido gama-aminobutirico), levando a morte da pulga por
hiperexcitagdo. Diante da possibilidade de resisténcia ao Fipronil em C. felis felis, é necessario
monitorar essa questdo. Assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar, por meio de bioensaios, a
susceptibilidade de C. felis felis ao Fipronil em uma cepa laboratorial. Além disso, buscou-se detectar a
possivel presenca de mutacdes no gene Rdl (Resistance to Dieldrin) na mesma cepa laboratorial e em
uma cepa de campo. O estudo também investigou a presenca de Rickettsia felis, uma bactéria de
importancia veterinaria, cujo principal hospedeiro é C. felis felis. Para a cepa laboratorial, foram
determinados os valores de concentracdo letal (CL) para C. felis felis, sendo a CL50 de 10,39 ppm e a
CL90 de 23,71 ppm. Nas analises moleculares, verificou-se que 94,73% (36/38) das pulgas da cepa
laboratorial apresentavam homozigose para a mutacéo de resisténcia no gene Rdl. Na cepa de campo,
esse mesmo genotipo foi encontrado em 90,83% (109/120) das pulgas. Além disso, 5% (6/120) das
pulgas da cepa de campo apresentaram heterozigose para a mutacao, enquanto 4,16% (5/120) possuiam
homozigose para alelos sem a mutacdo associada a resisténcia. A presenca de DNA de R. felis foi
detectada em 94,73% (36/38) das pulgas da cepa laboratorial e em 27,50% (33/120) das pulgas da cepa
de campo. Em comparacdo com outros estudos toxicologicos, a colénia laboratorial foi caracterizada
como susceptivel ao Fipronil, apesar da predominancia do gendtipo de resisténcia para o gene Rdl. Na
cepa de campo, também houve predominio desse genotipo. Com base nesses resultados, conclui-se que
a mutacdo no gene Rdl, isoladamente, ndo € suficiente para conferir resisténcia ao Fipronil em C. felis
felis. Neste estudo, a presenca de R. felis pode ter influenciado a susceptibilidade das pulgas ao
inseticida. Além disso, verificou-se que essa mutagdo € predominante tanto em popula¢Ges

laboratoriais quanto em populag¢@es de campo.

Palavras-chave: Resisténcia parasitaria; Ectoparasitos; Fenilpirazol; Endossimbionte.
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ABSTRACT

BARROS, Guilherme Mota Maciel do do Régo. Molecular and Toxicological Characterization
from Ctenocephalides felis felis to Fipronil. 2025. 47p. Dissertation (Veterinary Science). Instituto de

Veterinaria. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2025.

The flea is an important ectoparasite that can cause diseases in domestic animals. Ctenocephalides felis
felis is the most common species found in these animals, and Fipronil, a phenylpyrazole, acts on
chloride channels activated by GABA (gamma-aminobutyric acid), leading to flea death through
hyperexcitation. Given the potential for Fipronil resistance in C. felis felis, it is necessary to monitor
this issue. Thus, the objective of this study was to characterize, through bioassays, the susceptibility of
C. felis felis to Fipronil in a laboratory strain. Additionally, the study aimed to detect the possible
presence of mutations in the Rdl (Resistance to Dieldrin) gene in both a laboratory strain and a field
strain. Another objective was to investigate the presence of Rickettsia felis, an important bacterium for
veterinary medicine, whose primary host is C. felis felis. For the laboratory strain, lethal concentration
(LC) values were determined for C. felis felis, with LC50 at 10.39 ppm and LC90 at 23.71 ppm.
Molecular analyses revealed that 94.73% (36/38) of the fleas from the laboratory strain were
homozygous for the resistance mutation in the Rdl gene. In the field strain, the same genotype was
found in 90.83% (109/120) of the fleas. Furthermore, 5% (6/120) of the fleas from the field strain were
heterozygous for the mutation, while 4.16% (5/120) were homozygous for alleles without the
resistance-associated mutation. The presence of R. felis DNA was detected in 94.73% (36/38) of the
fleas from the laboratory strain and in 27,50% (33/120) of the fleas from the field strain. Compared to
other toxicological studies, the laboratory colony was characterized as susceptible to Fipronil, despite
the predominance of the resistance genotype in the Rdl gene. In the field strain, this genotype was also
predominant. Based on these results, it can be concluded that the Rdl gene mutation alone is not
sufficient to confer resistance to Fipronil in C. felis felis. In this study, the presence of R. felis may
have played a role in the susceptibility of C. felis felis to the insecticide. Additionally, it was observed
that this mutation is predominant in both laboratory and field flea populations.

Keywords: parasitic resistance; ectoparasites; phenylpyrazole; endosymbiont.
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1 INTRODUCAO

As pulgas s@o um dos principais parasitos que afligem os animais domésticos. Esses
organismos sdo capazes de transmitir doengas aos animais e também aos seres humanos, além
de de elevar gastos econémicos na prevencao e no tratamento contra esses artrépodes, como
também nos patogenos transmitidos por eles. Atualmente, Ctenocephalides felis felis é a
espécie de pulga prevalente em animais de companhia, sendo um parasito Eurixeno que se
adapta também a diferentes condi¢des climaticas, o tornando cosmopolita.

No presente momento, ha disponivel diferentes métodos de combater as pulgas, sejam
eles fisicos, quimicos e bioldgicos. Os métodos quimicos sdo 0s mais preconizados por
estarem bem estabelicidos no mercado, tendo como maior foco o uso de farmacos adulticidas
no hospeiro em que a pulga estd presente. Os fenilpirazois sdo dos mais comumente
utilizados, agindo nos canais de cloreto ativado pelo GABA (Acido gama-aminobutirico),
causando morte das pulgas por hiperexcitacdo. O Fipronil é um fenilpirazol aplicado
amplamente como ectoparasiticida para animais domeésticos, possuindo efeito acaricida e
inseticida.

Apesar da eficiéncia do Fipronil, o uso irresponsavel pode acarretar consequéncias
indesejaveis como contaminacdo ambiental, intoxicacdo de vertebrados e resisténcia
inseticida e acaricida aos parasitos. Associado principalmente ao uso preventivo,
ectoparasitos podem adquirir tolerancia a doses anteriormente mortais a esse composto.
Tolerancia essa que pode ser adquirida por diferentes vias, através de mudanca de microbiota,
presenca de enzimas desintoxicantes ou fatores genéticos que causem mudanca do sitio de
acdo do farmaco.

E indispensavel realizar o monitoramento de possivel resisténcia a inseticidas para
assim, garantir que as atuais estratégias de controle continuem viaveis e evitar o defasamento
de farmacos, ja que o desenvolvimento de novas moléculas podem demorar décadas para
serem desenvolvidas. Entre os métodos de identificar resisténcia podem ser empregados 0s
bioensaios, assim como a busca por marcadores genéticos que identificam possiveis genes
que estejam causando resisténcia nesses parasitos.

O objetivo desse trabalho foi caracterizar através de teste in vitro a susceptibilidade de
C. felis felis a fipronil em uma colonia laboratorial, como também identificar possiveis
mutacdes no gene Rdl (Resistance to Dieldrin), a qual causa resisténcia cruzada a Fipronil em

outros insetos. A deteccdo no gene Rdl foi investigada em pulgas da coldnia laboratorial,



como também em pulgas coletadas na Regido metropolitana do Rio de Janeiro. Outro
propdsito do estudo foi detectar atraves de ferramentas moleculares a presenca de bactérias
do género Rickettsia nas amostras das pulgas e correlacionar a possivel influéncia desses

micro-organismos na resisténcia ao Fipronil.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Pulga

As pulgas estéo entre os ectoparasitos mais estudados na ciéncia, elas sdo insetos
holometabolos pertencentes a ordem Siphonaptera (do grego siphon = siféo e aptera = sem
asas) e a familia Pulicidae. Esse grupo de artrOpodes possui como caracteristicas
morfologicas gerais, de quando adultas, o corpo comprimido lateralmente, tamanho de 2,5-
3,0 mm de comprimento em média, coloragdo castanha, serem providos de cerdas
orientadas para o lado posterior de corpo e de possuir o aparelho bucal sugador-pungitivo
(Linardi; Guimaraes, 2000). Esses individuos apesar de ndo voarem, se locomovem em
grandes distancias através do salto, caracteristica essa essencial para pousarem em
potenciais hospedeiros em movimento. A altura do salto assim como a distancia, se deve a
uma modificagdo do terceiro par de pernas, mas também pela presenca de uma proteina
denominada resilina, localizada no arco pleural (Bennet-Clark; Lucey, 1967; Linardi;
Guimardes, 2000).

Mais de 2500 espécies de pulgas ja foram descritas no mundo e estdo distribuidas
em aproximadamente 15 familias (Russell, 2013). Uma parcela relevante dessas espécies
de pulgas tem alta especificidade, essenciais para sua sobrevivéncia e também garantir a
geracdo de ovos férteis, auxiliando até no diagndstico da espécie estudada (Medvedev,
2002; Wall; Shearer, 1997). Porém, na falta de oferta de alimento, elas podem parasitar
espécies ndo-alvo de hospedeiro (Wall; Shearer, 1997). Essa mudanca de hospedeiro pode
ter diversas consequéncias, como por exemplo promovendo spillover de patdgenos que
anteriormente, eram exclusivos em um hospedeiro em especifico (Ellwanger; Chies, 2021).

Os mamiferos e as aves sdo 0s hospedeiros essenciais das pulgas, os répteis sao
descritos como hospedeiros acidentais e também ja foi relatado pulgas se alimentando da
hemolinfa de artrpodes (Krasnov, 2009). A pulga é considerada um ectoparasito somente
em sua vida adulta, sendo ambos machos e fémeas hematdéfagos (Linadri; Guimardes,
2000). Elas podem ser classificadas como penetrantes, quando a fémea penetra na pele no
seu hospedeiro até a derme (Sachse, 2007), ou como ndo penetrantes, quando a pulga

permanece sobre a superficie do hospedeiro para se alimentar.



2.2 A Pulga e a Sociedade

Devido a sua biologia como um ectoparasito hematdfago obrigatério, a pulga pode
afetar a salde de seus hospedeiros em maneiras diferentes. Uma pulga fémea de C. felis
felis pode ingerir aproximadamente 13,6L de sangue do seu hospedeiro por dia (Dryden;
Gaafar, 1991) e em casos de alta carga parasitaria, pode ser o suficiente para causar anemia
espoliativa, atingindo principalmente animais jovens, inclusive em animais de producao
(Aradjo, 1998).

As pulgas podem desencadear reagdes inflamatdrias intensas através de diferentes
mecanismos, a picada da pulga pode causar reacdes de alergenicidade devido a
componentes imunogénicos em sua saliva (Halliwell, 1984). Esses componentes podem
consequentemente causar dermatite e prurido intenso que pode levar a autoflagelacéo,
caracterizando assim, a DAPE (Dermatite alérgica a picada de ectoparasito) (Scheidt,
1988). Reacdes inflamatérias causadas por pulgas também sdo problema central na
tungiase, 0 agente etiolégico da doenca € a espécie Tunga penetrans, conhecida
popularmente como “Bicho-do-pé”, sendo esta uma pulga penetrativa que causa intensa
reacdo inflamatoria no local do tecido no qual a fémea se insere, a tungiase € uma doenca
zoonotica considerada negligenciada na saude publica, afetando principalmente cidaddos
em situacdo de vulnerabilidade (Eisele, 2003).

Outro impacto que a pulga gera na sociedade é como vetor, seja mecanico ou
bioldgico, transmitindo agentes etioldgicos de classes diferentes aos seus hospedeiros e
também por diferentes vias. O cestoide Dipylidium caninum é um platelminto de
importancia para os cédes e gatos, além de ser um agente zoondtico. A transmissdo desse
verme intestinal ocorre ap6s a ingestdo da pulga do gato (C. felis felis) contendo o
cisticercdide desse endoparasito (Alho, 2015; Bowman, 2013), a repercussao clinica da
infeccdo por D. caninum varia desde assintomatico até anorexia, prurido anal, perda de
peso e anorexia (Roussaeu, 2022). Acanthocheilonema reconditum é uma espécie de
helminto transmitido por pulgas de importancia na medicina veterinaria, mais
especificamente em cées. Esse nematoide em sua fase adulta, esta localizado no tecido
subcutaneo dos cées, sendo as pulgas, mais especificamente C. felis felis, responsaveis por
ingerir as microfilarias circulantes no sangue do animal e transmitir esse agente para outros
hospedeiros (Napoli, 2014). Nao foi comprovado at¢é o momento se a transmissdo do
helminto para os cées é atraves da inoculacdo realizada pela propria pulga ou através da



ingestdo da mesma (Lindermann; McCall, 1984), apesar de ndo haver um repercusséo
clinica relevante se avaliada isoladamente, a deteccdo de A. reconditum possui importancia
no diagnostico diferencial de Dirofilaria immitis.

E consenso que a doenca de maior importancia ja transmitida pela pulga foi a peste,
a espécie Xenopsylla cheopis, conhecida como pulga do rato, foi considerada o principal
propagador de Yersinia pestis no velho mundo, bactéria essa que quando transmitida pela
pulga através da espoliacdo sanguinea, causa o que foi chamada da forma bubdnica da
peste (Kugeler, 2015). A doenca causou um grande impacto mundial na saide e também na
cultura, sendo uma das pandemias mais mortais da historia, ela se tornou infame por causar
a morte de ¥ da populacdo da Europa. Apesar de outras formas transmissdo da bactéria
entre humanos foi através do contagio e pela transmissdo de outros ectoparasitos como
Pulex irritans e Pediculus humanus humanus, foi estabelecido que a pulga foi o principal
veiculo de transmissdo da bactéria do século 14 ao 19 (Dean, 2018).

Atualmente, um dos maiores desafios da sociedade contra a pulga esta no mercado
veterinario de pequenos animais, diferentes espécies e subespécies podem parasitar esses
animais como Ctenocephalides canis, Pulex irritans, Echidnophaga gallinacea e
principalmente C. felis felis (Dryden, 1993). No ano de 2022 foi estimado um gasto de 3,5
bilhdes de dblares na compra de produtos e servicos relacionados ao controle de pulgas em
animais domésticos (Verified market reports, 2024) ( Apesar de serem conhecidas diversas
formas de se combater as pulgas, o controle de C. felis felis continua sendo um desafio

atual para a sociedade.

2. 3 Ctenocephalides felis felis

Ctenocephalides é um género de pulga caracterizado principalmente pela presenca
de ctenideos em seu corpo, possui grande importancia na medicina veterinaria, mais
especificamente na medicina de animais de companhia, isso porque esse género engloba a
pulga do céo (C. canis) e a pulga do gato (C. felis felis). C. canis, apesar de também ser
cosmopolita, ela esta mais restrita a ambientes rurais e a animais criados fora de casa (Ahn,
2018), ja C. felis felis é mais prevalente que C. canis, se adaptando melhor as diferentes
variagcOes de temperatura, umidade e quantidade de hospedeiros, uma vez que C. canis esta
mais restrito a carnivoros domésticos (Cruz-Vasquez, 2001; Linardi; Santos, 2012). Por

isso é importante enfatizar que mesmo C. canis ser conhecida popularmente como pulga do



cdo, a espécie de pulga mais detectada em infestacGes de cédes é C. felis felis (Dryden,
1993). A qual é mais relevante epidemiologicamente na infestagdo e na transmisséo de
doencas para animais e humanos no Brasil (Linardi; Santos, 2012).

Morfologicamente, algumas das caracteristicas de C. felis felis € possuir a largura
da cabeca 2 vezes maior que a altura, os dois primeiros ctenidios genais terem 0 mesmo
comprimento, apresentar 1-2 cerdas na area metanotal lateral e, nos machos, o formato do
manubrio do clasper ndo contém expansdo apical, e o0 edeago revelar ter o comprimento do
hamulus duas vezes e meio maior que a largura (Linardi; Santos 2012; Ménier;
Beaucournu, 1998).

C. felis felis € uma espécie bem adaptada em infestar o ambiente indoor, sendo
capaz de gerar numerosos descendentes em um periodo curto de tempo, porém é uma
espécie bastante adaptavel, também sendo encontrada infestando interior de matas e
pocilgas (Dryden, 2015; Linardi; Guimaraes, 2000). No Brasil, C. felis felis ja foi
detectada parasitando as mais diferentes grupos de mamiferos como primatas humanos e
ndo-humanos, mustelideos, capivaras, coelhos, lebres, tatus, bichos-preguica, coelhos,
lebres, pequenos roedores silvestres, gambas e evidentemente canideos e felideos, sejam
eles domesticos ou silvestres (Linardi; Guimar&es, 2000).

O tempo de duragdo e como ocorre o ciclo biolégico de C. felis felis é afetado por
diferentes fatores quimicos, fisicos e bioldgicos. Porém, de uma maneira geral, é que 0s
ovos da pulga do gato sdo brancos perolados, ovalados, com comprimento médio de 0,5
milimetros, a larva pode eclodir em até 1 dia e meio em condicdes 6timas de temperatura
(Silverman, 1981). As larvas de C. felis felis sdo morfologicamente esguias, brancas e
segmentadas, e sendo também cobertas por pélos curtos e possuem aparelho bucal do tipo
mastigador (Dryden, 1993). As larvas sdo caracterizadas por serem de vida livre e se
alimentam predominantemente de matéria organica presente no ambiente e de fezes de
pulgas adultas, adquirindo assim uma coloragdo mais escura em seu corpo (Dryden, 1993).
As larvas de pulgas sdo fotofobicas e possuem geotropismo, o tempo de duracéo dessa fase
é de aproximadamente de 5 a 11 dias, e elas passam por 3 instares no total (Dryden, 1993).
As larvas expulsam todo contetdo digestivo, produzindo um fio sedoso e aderente em
volta de seu corpo, formando assim a pupa (Silverman, 1981). Apds um periodo de
aproximadamente 5 dias, as pulgas adultas emergem das pupas, sua emergéncia esta
principalmente relacionada com estimulos como vibragfes fisicas, presenca de calor e

diéxido de carbono (Silverman; Rust 1985), estimulos estes, relacionados principalmente a



presenca de um hospedeiro em potencial e, entdo as pulgas quase que de forma imediata
saltam para o hospedeiro para realizarem a espoliagdo sanguinea (Dryden, 1993), a copula
acontece quando as pulgas estdo no hospedeiro e a postura de ovos inicia de 24 a 48 horas
apos o primeiro repasto (Rust, 2017).

C. felis felis é importante epidemiologicamente para a transmissdo de diferentes
agentes patogénicos em animais e humanos, alguns deles ja citados como D. caninum. E
importante citar que a pulga do gato € um vetor competente para a transmissao de bactérias
do género Bartonella, que inclui Bartonella henselae, Bartonella clarridgeiae e Bartonella
koehlerae, sendo que essas trés espécies possuem o gato doméstico como hospedeiro
reservatorio (Moore, 2024). Sendo a mais estudada B. henselae, uma espécie de bactéria
gram-negativa que que ja foi isolada em diferentes hospedeiros mamiferos incluindo
humanos, sendo caracterizado como um agente zoonotico, responsavel pela doenca da
arranhadura do gato (Gutpill, 2012). A transmissao de B. henlelae ocorre quando a bactéria
esta presente nas fezes da pulga, entdo no momento em que o gato se arranha por conta do
prurido causado pela pulga, a bactéria penetra na pele pela solucdo de continuidade
(Finkelstein, 2002). Clinicamente, os gatos sdo pouco afetados pela infeccdo por
B.hensalae, sendo relatado pouca sintomatologia clinica como linfoadenomegalia e febre
transitoria (Abbott, 1997), porém como o gato é considerado um hospedeiro reservatorio,
ele possui uma importancia muito grande na transmissao para humanos, tendo repercussdo
clinica mais agressiva, como angiomatose, febre recorrente com bacteremia, endocardite,
neurite Optica, distdrbios do sistema nervoso central, granuloma e osteomielite (Florin,
2008).

A subespécie C. felis felis também € considerada um vetor competente para
transmissdo de riquétsias. Os organismos da familia Rickettsiae sdo coco bacilos
intracelulares gram-negativos, que estdo associadas com doencas caracterizadas por
manifestacBes clinicas inespecificas e que afetam tantos os animais e humanos em
diferentes niveis de gravidade (Blanton, 2019). Sendo a pulga C. felis felis considerada
vetor hematdfagode organismos do tipo Rickettsia felis, que incluem R. felis, Rickettsia
asembonensis e Candidatus Rickettsia senegalensis (Reif; Macaluso, 2009; Moore, 2024),
R. felis é considerada um agente zoonotico, causando manifestacdes clinicas como febre,
desde leve a moderada, erupgdo cutanea e sinais clinicos neurologicos e digestivos
(Socolovschi, 2010). Ja foi relatado que cdo doméstico é possivelmente o reservatorio

principal R. felis (Ng-nguyen, 2020), porém, ainda ha questfes abertas de qual € o



hospedeiro reservatorio definitivo desse patdgeno tanto em ambientes urbanos como
silvestres (Martinez, 2021), também sdo escassos o0s estudo que definem qual é o seu
possivel papel como endossimbionte em diferentes artropodes (Behar, 2010).

Rickettsia typhi é o agente etioldgico do Tifo murinho, que apresenta sinais clinicos
inespecificos. Epidemiologicamente, hd mais informacfes sobre R. typhi que em outras
espécies do género Rickettsia, sendo roedores sinantropicos e silvestres os principais
reservatorios da bactéria e a pulga X. cheopis o principal vetor (Martinez, 2021), porém é
importante citar que estudos indicam que os gambas sdo considerados hospedeiros
amplificadores, os quais inserem a pulga C. felis felis, no ciclo urbano e periurbano na
transmissdo dessa bactéria (Azad, 1990). Ndo ha evidéncias que sustentem o papel
epidemioldgico de cdes e gatos na transmissdo de R. typhi para humanos. O principal
modo de transmissdo de R. typhi para os hospedeiros vertebrados é através da inoculacao
da bactéria presente nas fezes da pulga, penetrando na pele ndo integra do hospedeiro
(Dyer, 1932).

Diversos estudos indicam C. felis felis como um possivel vetor de diferentes
agentes como virus da leucemia felina (FeLV), Coxiella burnetii e Leishmania spp. (Rust,
2017), porém é importante destacar que a maioria desses estudos estdo relacionados ao uso
de técnicas moleculares, e como um ectoparasito hematéfago, provavelmente todos os
microorganismos presentes no sangue dos hospedeiros de C. felis felis, podem ser
detectados nessa mesma pulga, porém ela ndo ser o vetor. C. felis felis ja foi descrita como
um possivel vetor de Y. pestis, mas devido ao seu habito de se alimentar frequentemente,
isso impede o estabelecimento de biofilme formado pelas bactérias no organismo da pulga,
tornando esta um vetor pobre da peste (Bland; Hinnebusch, 2016). Devido a diversidade de
doencas causadas por C. felis felis, assim como a adaptabilidade deste ectoparasito, €

necessario desenvolver métodos de controle que desejam efetivos no combate dessa pulga.

2.4 Prevencao e Controle de Pulgas

Atualmente existem inlmeras alternativas de estratégias e de produtos que podem
ser utilizados para prevenir ou controlar uma ja estabelecida infestagdo por C. felis felis, na
literatura ha registros de métodos fisicos, quimicos ou bioldgicos. Maior parte dos estudos
de meétodos biologicos estdo relacionados a testes in vitro, com agentes de diferentes

classificagbes taxondmicas sendo utilizados para controle de pulga no ambiente, como o



nematdide Steinernema feltiae e o fungo Metarhizium robertsii se mostrando promissores
no controle de pulgas em suas fases imaturas e adultas respectivamente (Samish, 2020). Os
métodos bioldgicos de controle estdo cada vez sendo mais estudados por serem em teoria
métodos mais sustentaveis de combate a insetos sem o uso de produtos quimicos (Shorette,
2012).

Entre os métodos fisicos, o que mais se destaca é o uso de aspirador de pd, porque
ele remove principalmente as formas imaturas de pulgas que estdo no ambiente, 0o que
inclui ovos, larvas e pupas, que compde a maior fracdo de pulgas em um ambiente
infestado, sendo necessario o descarte adequado do material aspirado (Hink; Needham,
2007). As pulgas intensificam sua postura de ovos no local de descanso de seu hospedeiro
(Osbrink, 1986), por este motivo a lavagem de roupas de cama, chdo de madeira e tapetes
também séo formas de controle fisico.

Os métodos quimicos de controle de pulgas sdo os mais amplamente utilizados,
sendo o maior foco atual do uso desses métodos visando a morte das pulgas enquanto
presente em seus hospedeiros (Rust, 2020). Os produtos quimicos podem controlar as
pulgas em diferentes fases da vida, os disruptores de desenvolvimento de insetos (DDIs)
como novaluron e piriproxino por exemplo, sdo compostos que atingem as fases imaturas
das pulgas através da inibicdo da sintese da quitina e da inibicdo da muda (Berti, 2013).
Porém a maior parcela de variedade de inseticidas disponiveis no mercado sdo de
adulticidas, pois o principal objetivo visado é fornecer um alivio instantaneo ao animal
infestado por pulgas (Marsella, 1999).

As formulagbes adulticidas possuem diferentes tipos de mecanismos, entre eles
estdo os ativadores de canal de cloreto (avermectinas), antagonistas do canal de cloreto
controlado por GABA (isoxazolinas e fenilpirazois), agonistas de receptores nicotinicos de
acetilcolina (neonicotinoides), moduladores do canal de sodio (piretroides) e bloqueadores
de canais de sddio dependentes de voltagem (Indoxacarb) (Paterson, 2019). Diferentes
métodos de controle devem ser aplicados para controlar a pulga tanto no animal como no
ambiente para prevenir reinfestacdes, cada situagéo deve ser analisada de forma cuidadosa

para definir qual método de controle deve ser empregado.

2. 5 Fenilpirazoles



Os Fenilpirazoles sdo uma classe de quimicos com alta atividade pesticida,
incluindo herbicidas, acaricidas e inseticidas. A acdo inseticida esta relacionada ao quimico
ser um antagonista potente do canal cloreto ativado pelo GABA em insetos (Cole, 1993). O
bloqueio leva um aumento intraneuronal da concentracdo de ions de cloreto, levando a
hiperpolarizagcdo do neurdnio, e assim consequentemente interrompe a fungéo nervosa do
sistema nervoso central através da hiperexcitacdo, levando a paralisia e morte (Medel-
Matus, 2011). O sitio de acdo do fipronil é comum aos ciclodienos e os t-butil-
biciclofosforotionato (Rust, 2005). Embora os canais de canais de cloreto controlados pelo
GABA estarem presentes em vertebrados e invertebrados, o Fipronil possui uma afinidade
maior com pelos receptores GABA de insetos do que 0s receptores presentes em
vertebrados, garantindo maior seguranca no uso desses produtos em mamiferos (Stehr,
2006).

O Fipronil é um fenilpirazole que foi desenvolvido primeiramente para combater
insetos como o escaravelho-da-batata (Leptinotarsa decemlineata) na metade da década de
1990, substituindo inseticidas ao quais algumas pestes agricolas ja estavam resistentes
(Narahashi, 2010). Posteriormente o Fipronil passou a ser utilizado para controlar ndo
apenas pragas agricolas, mas também pragas urbanas como baratas, mosquitos, gafanhotos,
cupins, tripes, carrapatos e pulgas (Gunasekara, 2007). Sua estrutura quimica é o (5-amino-

1-[2,6-dicloro-4-(trifluorometil)fenil]-4-[(trifluorometil)sulfinil]-1H-pirazol), como
representados na Figura 1 (PubChem, 2025).
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Figura 1. Estrutura quimica do Fipronil (Disponivel em:

<https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Fipronil>).
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No mercado veterinario, o Fipronil é aplicado como ectoparasiticida tanto para
animais de produgdo como animais de companhia, tendo efeito acaricida e inseticida para
parasitos como Ctenocephalides spp., Rhipicephalus sanguineus e Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Wang, 2016). Esse composto quimico esta presente em diferentes
produtos ectoparasiticidas como Frontline, Certifect e Parastar plus (Gupta; Anadon,
2018). Os produtos a base de Fipronil podem ter diferentes administracbes como spray e
spot-on para cdes e gatos (Rust, 2005).

Apesar do fipronil ser eficiente para o controle de ectoparasitos, o uso irresponsavel
dessa substancia pode gerar consequéncias indesejaveis,podendo causar contaminagdo de
corpos de agua através do banho e também pelo hébito de natacdo de cdes com
formulacGes spot-on do produto, assim como residuos bioldégicos como pélos, fezes e urina
do animal pode contaminar o ambiente terrestre (Diepens, 2023).

Ha evidéncias de que a exposic¢do acidental, o uso incorreto de Fipronil, o descarte
inadequado desse ectoparasiticida no solo e na &gua, pode levar a uma série de efeitos
toxicos em animais e humanos, como neurotoxicidade, hepatotoxicidade, nefrotoxicidade,
desordem neurolégica assim como citotoxicidade em organismos vertebrados e
invertebrados (Wang, 2016). Visando minimizar os efeitos de diferentes inseticidas em
organismos ndo-alvo, foi desenvolvido o Manejo Integrado de Pragas (MIP), que visou o
uso responsavel de técnicas quimicas e bioldgicas para o controle de pestes (Zhu, 2016).

2.6 Resisténcia a Inseticidas

Tanto em ambientes urbanos como agricolas tem-se acesso a inseticidas com
facilidade e muitas vezes devido ao seu uso facil, baixo custo e acdo rapida, eles séo
utilizados de formas inadequadas, formas estas associadas com 0 uso preventivo desses
produtos (Robinson, 1996). Porém o uso continuo e exacerbado pode intensificar a selecdo
de individuos resistentes(Whalon, 2008).

Resisténcia por definichio da OMS (Organizacdo Mundial de Saude) é o
desenvolvimento da habilidade de cepas de determinados organismos em tolerar doses
padronizadas de substancias, as quais sdo tdxicas para a maioria de individuos em uma
populacdo normal de uma mesma espécie (Kramer, Mencke 2012). O desenvolvimento de
resisténcia de insetos a inseticidas € um processo dindmico e também complexo, esta

associado a fatores relacionados ao uso do inseticida (metodo, frequéncia, tempo de
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exposicao) e fatores intrinsecos ao inseto (genética, fisiologia, microbiota, comportamento
e ecologia) (Zhu, 2016).

Em insetos, a resisténcia pode entdo surgir de acordo com uma Unica origem ou
como uma associacdo de diferentes mecanismos, como a reducao da absorcéo do inseticida
pelo inseto através de alteracdo da cuticula, presenga em seu organismo de enzimas
desintoxicantes como Esterases, Glurationa S-transferases e monooxigenases; e alteragoes
do sitio onde o produto quimico tem sua acdo (Hemingway, 2004).

Os endossimbiontes desempenham um papel essencial na vida do inseto, ao
protegé-los de diversas fontes de estresse presente no ambiente como inimigos naturais,
clima, nutricdo e substancias quimicas (Liu; Guo, 2019). Sendo esses mesmos organismos
podem pariticipar no metabolismo dos pesticidas, podendo assim auxiliar no
desenvolvimento da resisténcia em insetos a esses quimicos (Siddiqui, 2022), como
também pode potencializar o efeito dos inseticidas. Na literatura por exemplo, h4 relato
sugerindo de que a presenca de Rickettsia spp. aumenta a susceptibilidade da mosca-branca
(Bemisia tabaci) a inseticidas como acetamiprido, tiametoxam, espiromesifeno e
piriproxifeno (Kontsedalov, 2008).

Em relagdo a pulgas, os primeiros casos registrados de suspeita de resisténcia a
inseticidas foi na década de 1950, com as espécies P. irritans, X. cheopis, Ceratophyllus
spp. e Polygenis spp. ndo respondendo de forma adequada ao DDT (Dicloro-Difenil-
Tricloroetano) (Saenz Vera, 1954), J4 em relacdo a C. felis, o primeiro relato ocorreu no
sudeste dos Estados Unidos em 1952, quando o uso de DDT em p6 ndo foi capaz de
controlar infestagdes de pulgas em cées (Brown; Pal, 1971). C. felis felis tem mostrado
capacidade em desenvolver resisténcia a inseticidas como ciclodienos, carbamatos,
organofosforados e piretroides (Bossard, 2002). Sendo importante citar que a resisténcia
conferida ao ciclodienos pode conferir resisténcia cruzada ao fipronil (Rust, 2014).

O Monitoramento da possivel resisténcia a inseticidas é importante para determinar
quais serdo os melhores métodos a serem selecionados para desenvolver estratégias de
controle de pulgas, ja que elas possuem uma populacdo heterogénea que respondem
diferentemente a determinados quimicos dependendo de qual populagéo ela pertence (Rust,
2005).
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2.7 Detecgéo de Resisténcia a Inseticidas

A OMS desenvolveu na década de 1950, Kits de teste de deteccdo de resisténcia a
inseticidas para mosquitos adultos que foram muito bem aceitos por diferentes partes do
mundo. Essa técnica, baseada na impregnacéo de papéis com inseticidas, logo foi adaptada
para testar a susceptibilidade ou resisténcia em piolhos, hemipteros e pulgas (Busvine;
Lien 1961). Para definir a presenca de resisténcia é necessario padronizar protocolos para a
realizacdo de testes toxicologicos em pequena escala com diferentes produtos quimicos
para testar diferentes cepas (Burden; Smittle, 1968).

Ja foi demonstrado que pulgas podem adquirir rapidamente resisténcia a
inseticidas em até 5 geracfes quando constantemente expostas a esses compostos, sendo
entdo importante 0 monitoramento desses ectoparasitos (Collart; Hink,1986). O principio
central dos testes in vitro de resisténcia estd baseado no contato dos insetos com o0s
quimicos e avaliagdo da morte desses organismos (Moyses; Gfeller, 2001; Hamza, 2018).
A susceptibilidade é medida através do percentual de mortalidade ou avaliada através de
analises de probit para obter a taxa de resisténcia (Bossard, 1988).

Outro método de deteccdo de destaque € o monitoramento da presenca de
marcadores genéticos contendo possiveis genes de resisténcia, sendo importante detectar
esses genes antes mesmo da diminuicdo total do efeito do inseticida no artrépode (WHO,
2012). Métodos moleculares e genéticos incluindo isolamento do DNA (Acido
desoxirribonucleico), PCR (Reacdo em cadeia de Polimerase), clonagem e
sequenciamento, sdao alguns dos métodos que podem ser utilizados para identificar possivel
resisténcia de pulgas a inseticidas (Hamza, 2018). Ha estudos envolvendo mutacfes em
genes de insetos que conferem resisténcia, em pulgas ainda sdo pouco estudados em
comparacdo a outros artropodes, sendo atualmente conhecidos na literatura 3 genes que
podem estar envolvidos no desenvolvimento de resisténcia a inseticidas.

1- O “Knockdown resistance” (kdr), esta associado a resisténcia de insetos e DDT
ou piretroides, devido a redugdo da sensibilidade desses quimicos no sistema nervoso
central do artrépode (Davies, 2008). As alteragdes envolvendo o gene kdr sdo mutagdes
pontuais na proteina do canal de sodio regulado por voltagem, sendo essas presentes nas
membranas das células nervosas, que as deixam menos sensiveis a acdo de inseticidas
(Bass, 2004). Detalhes do mecanismo de kdr, envolve a altera¢cdes no dominio Il (S4-S6)

da regido do gene da proteina do canal, e a mutacdo que confere resisténcia estd associada
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a troca de aminoacidos em residuos responsaveis pela resisténcia em piretroides (Bass,
2004; Hamza, 2018).

2- Outra mutacdo importante ocorre no gene do “Super knockdown resistance”
(skdr), sendo considerada uma variacdo mais forte do kdr, conferindo uma resisténcia
ainda mais intensa a concentracdes mais altas de piretrdides e a quimicos semelhantes ao
DDT (Sawicki, 1978).

3- O gene de “Resistance to dieldrin” (Rdl) codifica subunidade do receptor GABA
em insetos, receptor esse alvo da acdo de quimicos como ciclodienos e também resisténcia
cruzada a outros quimicos de mecanismo de acdo semelhantes, como o supracitado
Fipronil (Taylor-Wells, 2015). Estudos anteriores sugerem que mutagGes nesse gene em
especifico estdo sendo associadas a geracdo de resisténcia a inseticidas em diferentes
espécies de insetos como mosca-das-frutas (Drosophila melanogaster), barata (Periplaneta
americana), pulgao (Superfamilia Aphidoidea) e traca (Plutella xylostella) (Brunet, 2009).

E importante citar que a resisténcia a esses inseticidas esta relacionada com uma
mutacdo pontual ou por polimorfismo de nucleotideo Unico, presentes no dominio
transmembrana M2 do canal de cloreto do GABA e, como consequéncia, a substituicdo do
aminoacido alanina 302 por serina ou por glicina, sendo o suficiente para causar
dessensibilizacdo para diferentes inseticidas (Brunet, 2009). H& diferentes técnicas que
podem ser utilizadas para detectar mutagdes associadas com essa resisténcia em especifica,
incluindo a Reacdo em cadeia da polimerase (PCR), Amplificacdo de alelos especificos
(PASA), PCR seguido por andlise de endonuclease de restricdio (PCR RFLP) ou
Polimorfismo de conformacdo de filamento Gnico (SSCP) (Coustau; Ffrench-Constans,
1995).

Mutacdes no gene Rdl presentes no DNA C. felis felis ja foram detectadas em
pulgas de diferentes coldnias laboratoriais e também coletadas em clinicas veterinarias na
América do norte, Europa e Oceania (Rust, 2015; Daborn 2003; Bass, 2004), ndo havendo
um consenso definitivo sobre a mutacdo causar resisténcia em C. felis felis. Até o

momento, ndo ha estudos disponiveis sobre a presenca de mutagdes no gene Rdl no Brasil.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local da Experimentacéo

O estudo foi realizado no Laboratorio de Quimioterapia Experimental em
Parasitologia Veterinaria (LQEPV) e no Laboratério Multiusuario de Biologia Molecular
(LBioMol), ambos localizados no Departamento de Parasitologia Animal (DPA) e no
Laboratdrio de Sanidade Avicola (LASAVE) no Instituto de Veterinaria (IV). Sendo esses
os laboratérios pertencentes a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ),

localizado no municipio de Seropédica-RJ.

3.2 Obtencao de Pulgas mantidas em condicdes laboratoriais

As formas adultas das pulgas C. felis felis foram obtidas de uma col6nia
laboratorial mantida nas dependéncias do LQEPV desde 1998 aprovada pela CEUA-IV-
UFRRJ sob o numero 4313110419 (Anexo 1) e cadastrada no SisGen sob o numero
AB85009C. As pulgas caracterizadas como cepa controle positivo para mutacdo no gene
Rdl, foram obtidas atraves de doacdo da colbénia de C. felis felis proveniente do
Departamento de Entomologia da Universidade da California, Riverside, preservada em

etanol absoluto.

3.3 Obtencao de Pulgas em nivel de campo

Foram obtidas por um periodo de 1 ano, formas adultas de pulgas atraves de
especimes encaminhadas ao setor de Parasitologia doLQEPYV para a diagnostico. Apos a
caracterizagdo morfoldgica, as pulgas identificadas como C. felis felis foram cedidas.
Todas as pulgas foram coletadas de cées ou gatos localizados na regido metropolitana do
Rio de Janeiro. Foram obtidas 120 pulgas de uma populacdo de 60 animais, as pulgas
foram armazenadas em Alcool 70% para a preservagio do DNA gendémico.
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3.4 Avaliagéo in vitro da atividade do Fipronil sobre Adultos de C. felis felis

Para a realizacdo da avaliacdo toxicoldgica de cepa laboratorial de C. felis felis,
foram impregnadas solucdes de diferentes concentragdes de Fipronil em fitas de papel
filtro com dimensdes de 10 cm?, cada fita foi impregnada com 200 pL da solugéo (Figura
2A). As concentracdes de Fipronil (Sigma-Aldrich) foram testadas na unidade de Partes
por milhdo (ppm), concentracBes essas de: 0,091, 1,5625; 3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50. O
solvente utilizado no estudo foi Acetona P.A., sendo a prdpria acetona utilizada como
grupo placebo, j& no grupo controle ndo foi utilizada qualquer impregnagdo para avaliar a
viabilidade das pulgas utilizadas no momento do estudo.

Para cada tratamento e para os grupos controle e placebo, foram realizadas 6
repeticdes no total, as fitas impregnadas foram posteriormente colocadas em tubos de
ensaio contendo em seu interior 10 pulgas adultas ndo alimentadas provenientes da col6nia
laboratorial de pulgas do LQEPV (Figura 2B). Os tubos selados com uso de tecido do tipo
TNT junto com elastico foram armazenados em cémara climatizada com demanda
bioquimica de oxigénio (BOD) em uma temperatura de 27+1°C e 75%+10 de umidade
(Figura 3A).
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Figura 2. Fitas de papel filtro impregnadas com diferentes concentracdes de fipronil
secando no ambiente (A); Tubos de ensaio contendo Ctenocephalies felis felis e fitas

impregnadas ja secas (B).

16



Cada grupo foi avaliado apds um periodo de 24 e de 48 horas, com a finalidade de
avaliar a mortalidade das pulgas, sendo consideradas mortas as pulgas que ndo
apresentarem qualquer tipo de movimento (Figura 3B). Foram separadas as pulgas vivas
das mortas ap0s o periodo de 48 horas, sendo ambas armazenadas em microtubos de 1,5

mL.

- 1

Figura 3. Pulgas submetidas a um desafio toxicol6gico e incubadas em uma camara de

temperatura e umidade controladas (A); Avaliacdo em 48 horas onde é possivel ver uma

pulga sobrevivente ao teste (B).

Para a determinacdo da toxicidade, foram realizados diferentes célculos para obter a
concentracéo letal 50% (CLso), 90% (CLgo), 95% (CLgs) e 99% (CLago). Célculos esses com
intervalo de confianca de 95%, foram determinados através de um modelo de regresséo
linear do tipo probit, foi utilizado o programa estatistico PoloPlus Version 1.0. Apds a
determinacdo das CLs, foi realizado um novo teste in vitro com os valores obtidos das
CLso e CLago, a finalidade desse novo teste foi coletar as pulgas apos a finalizacéo teste,
tanto as pulgas vivas como as mortas, e realizar as analises moleculares desses parasitos
para avaliar a possivel influéncia na sobrevivéncia das pulgas em determinadas

concentracdes de Fipronil.
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3.5 Extragdo de DNA genémico

Para a obtencdo de DNA gendmico de C. felis felis foi utilizada a técnica de
extracdo de fenol:cloroférmio. Um total de 160 espécimes C. felis felis foram selecionados
para ter seu DNA extraido: 120 pulgas provenientes de animais que residem no municipio
de Seropeédica-RJ, 38 pulgas da col6nia laboratorial do LQEPYV e 2 pulgas da col6nia da
Universidade da Califérnia. As pulgas inicialmente estavam armazenadas em alcool 70°, as
pulgas entdo foram realocadas isoladamente em tubos de plastico e entdo colocadas em
estufa & 56°C por um periodo minimo de 5 minutos para secar totalmente o alcool usado
como conservante. As pulgas ja totalmente secas foram colocadas em tubo de tampa rosca
com volume de 1,5 mL juntos com aproximadamente 50 mg “glass beads” (425-600 um;
Sigma-Aldrich) e 250 pL de Solucdo tamponada de fosfato (PBS) estéril (7,4 pH). O
contetdo do tubo foi homogeneizado por inversdo e entdo foram posicionados no mini-
Beadbeater-16 (Biospec; Bartlesville, OK, USA) e as pulgas foram maceradas por 2 ciclos
de 1 minuto, sendo entre cada ciclo, os tubos contendo as amostras foram posicionadas em

uma rack de gelo por 2 minutos (Figura 4).

Figura 4. Tubo de tampa rosca contendo pulga da subespécie Ctenocephalides felis felis
com glass beads e PBS, pouco antes de ser colocado no Bead-beater-16.
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Apos o término da maceracdo no mini-beadbeater, foi realizado um “spin” das
amostras em uma centrifuga por 10 segundos. Apds isso, foi pipetado em cada um dos
tubos, 20 uL de proteinase K (20 pg mL-1; Sigma-Aldrich) e 250 pL de tampéo de lise 2
vezes (Tris-Hcl 20mM pH 8,0, EDTA 20 mM pH 8,0, Nacl 400 mM e Dodecil Sulfato de
Sédio 1%), foi realizado novamente o spin das amostras e foram incubados na estufa a
56°C overnight.

Foi realizado em uma capela de exaustdo devido a toxicidade do Fenol, a fase de
purificacdo, onde inicialmente foi pipetado 500 pL de Fenol tamponado (pH 7,4-7,8
BioAgency product # 11593) em cada tubo, os tubos foram homogeneizados no
Bulletblender (Next Advance) na velocidade 5 por 1 minuto. Apds a homogeneizacao, 0s
tubos foram centrifugados em 16000 g x 10 minutos. Apo6s a centrifugacdo, os tubos
contendo as amostras passaram a apresentar duas fases no liquido, foi entdo pipetado 450
pL do liquido sobrenadante em um novo tubo, e nesse novo tubo foi adicionado 450 pL de
fenol:cloroférmio (BioAgency product # 3879), o contetdo foi novamente homogeneizado
por agitacdo no Bulletblender na velocidade 5 por 1 minuto e, posteriormente, centrifugado
a 16000 g x 10 minutos. O liquido apresentou duas fases, sendo pipetado 400 pL do
sobrenadante em um novo tubo e foi adicionado 400 pL de isopropanol (MERCK) (Figura
5).

Figura 5. Capela de exaustdo durante a realizacdo dos procedimentos envolvendo

fenol e fenol-cloroférmio devido a toxidade destes compostos.

Entdo se aguardou um periodo de 20 minutos do tubo com o DNA e o isopropanol,
apos esse periodo os tubos foram centrifugados em 16000 g x 20 minutos, em seguida foi

descartado o sobrenadante. Foi pipetado para dentro dos tubos, 750 pL de alcool 70°, sem
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homogeneizar, os tubos foram centrifugados em 16000 g x 5 minutos. O processo foi
repetido com o descarte do sobrenadante, a adicdo de 750 pL de alcool 70° e a
centrifugacdo em 16000g x 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e os tubos ficaram
invertidos sobre uma superficie coberta de papel toalha para escorrer o alcool, em seguida
os tubos foram postos em uma estufa a 56°C para secar totalmente o alcool dos tubos,
ficando apenas o DNA. Com a finalidade de ressuspender o DNA, foi entdo pipetado em
cada tubo, 50 pL de solucédo tampédo AE (Qiagen®©), as amostras entdo foram refrigeradas
overnight. No dia seguinte, as amostras foram aquecidas na estufa a 56°c por 10 minutos,
foi dado um golpe sutil com o dedo indicador na amostra, foi realizado um spin e entéo as

amostras foram congeladas.

3.6 Analises Moleculares

3.6.1 Avaliacdo da Qualidade de Extracéo

Com a finalidade de avaliar a viabilidade do DNA 18S, foi realizada uma triagem
com as amostras de DNA extraidas, foram submetidas a uma PCR para a identificacdo de
sequéncias de DNA especificas para o género Ctenocephalides como descrito por
Marrugal et al. (2013), os primers utilizados no estudo foi o forward NC5 (5'-
GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATT-3) correspondendo & extremidade 3
conservada do ITS1 que flanqueiam a regido 18S (Gasser, 1996) e o primer reverse foi
ITS1rev (5'- GCT GCG TTC TTC ATC GACCC-3)) correspondendo & extremidade 5  do
gene 5.8S (Vobis, 2004).

Mix da reacdo

O mix utilizado na reacgdo para cada amostra foi: Tampéo de enzima 10x, 10 mM
de dNTP; 50 mM de MgCI2, 0,5 mM de P1/P2, 1.5 uL DNA molde; 2,5 unidades de Taq
DNA polymerase; e agua para biologia molecular (Ultrapure DNAse/Rnase Free). Para a
PCR também foram colocados dois controles negativos denominados de agua de dentro e
agua de fora. Sendo a agua de dentro utilizada para confirmar que os elementos do mix
estavam livres de DNA, ja a agua de fora, foi um tubo contendo agua posto no ambiente
para comprovar que o ambiente de processamento de amostras estavam livres de

contaminacdo de DNA. Como controle positivo foram utilizadas pulgas recém coletadas da
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colonia de C. felis felis do LQEPV e previamente congeladas, sem o uso de qualquer

conservante.

PCR

A regido do DNA ribossomal (rDNA) foi amplificada com a utilizacdo do
termociclador (Biometra T-Gradient), com as seguintes condi¢des: 94°C por 5 minutos
(desnaturacao), 35 ciclos de 94°C/15 segundos (s), 58°C/15s (anelamento), 72°C/25s
(extensdo) e apos as repeticbes, 72°C/5 minutos. O produto esperado da reacdo é de

aproximadamente 700 pares de base (pb).

Verificacdo em Gel de Agarose

Foram coletados 5 puL do amplicon juntamente com 5 pL do tamp&o de amostra
para DNA, para entdo serem posicionados nos pogos do gel de agarose 1,5% contendo o
tampdo de corrida Tris-Acetato com EDTA (TAE) (1X=40 mM Tris base; 40 mM &cido
acetico; 1 mM EDTA pH 8,0). O peso molecular dos amplicons foram estimados através
da comparacdo com o marcador de peso molecular 100 pb GeneRuler Ladder DNA
(Thermo Scinetific product # SM024). A corrida de eletroforese foi realizada com a tenséo
elétrica de 5V/cm. Apds a corrida, os fragmentos de DNA junto ao gel foram colocados em
um recipiente contendo Brometo de Etidio (BE: 0,5 pg/mL) por 10 minutos e entdo foi
lavado em um recipiente contendo dgua por 30 minutos para tirar 0 excesso do Brometo de

etidio. A leitura do gel foi realizada com o transiluminador (Loccus Biotecnologica).

3.6.2 Deteccao da mutacao do gene Rdl por PCR RFLP

O protocolo seguido no presente estudo foi adaptado de Daborn et al. (2004), onde
primer forward para a amplificacdo da regido Exon 7 do Rdl foi 0 Ex7F (GAA ACT ATT
CTC GCC TGG CGT GCG AGQG) e o Reverse foi 0 Exon7R (CTA ATA AAC TAG CGA
ACA CCA TTA CGQG). Para a realizacao dessa reacao foi utilizado um mix composto por:
10 x Tampéo de enzima, 10 mM de dNTP, 50 mM de MgCI2, 0,5 mM de P1/P2, 1,5
unidades de Taq DNA polymerase; e dagua para biologia molecular (Ultrapure
DNAse/Rnase Free). Para cada reagdo foram utilizados 2,0 uL de DNA. Na reacdo da PCR

foram utilizados dois controles negativos, a 4gua de dentro e a agua de fora, e como
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controle positivo foi selecionada amostra de C. felis felis da col6nia da Universidade da
California, Riverside, a qual sabidamente contém a mutacéo no gene Rdl para resisténcia.

PCR dareacédo

A regido do gene Rdl foi amplificado sobre as seguintes condigdes: 95°C por 5
minutos (desnaturacdo), 40 ciclos de 95°C/15s , 57°C/15s (anelamento), 72°C/15s
(extensdo), e apos as repeticdes, 72°C por 5 minutos. O Produto estimado da reagédo é de
285 pb.

Verificacdo em Gel de Agarose para amplificagdo do gene

Para cada amostra, foram coletados 5,0 uL do amplicon e adicionados com 1,66 pL
do tampdo de amostra e 3,34 uL de agua para biologia molecular para entdo serem
posicionados nos pocos do gel de agarose 1,5% contendo o tampéo TAE. O peso molecular
foi estimado através do marcador de peso molecular 100 pb GeneRuler Ladder DNA
(Thermo Scinetific). A corrida de eletroforese foi feita por com a tensdo elétrica de
5V/cm. Apds a corrida, os fragmentos de DNA junto ao gel foram colocados em um
recipiente contendo Brometo de Etidio (BE: 0,5 ug/mL) por 10 minutos e entdo foi lavado
em um recipiente contendo agua por 30 minutos para tirar o excesso do Brometo de etidio.
A leitura do gel foi realizada através do transiluminador (Loccus Biotecnologica).

Digestdo por enzimas de restricdo e Verificacdo em Gel de agarose

Apos a leitura do gel e a identificacdo de amostras que amplificaram, foram
pipetadas 5,0 uL do amplicon, 5,68 uL de &gua para biologia molecular, 1,2 uL de tampao
de enzima e 0,12 pL da enzima BsmAl (10 U/ mL). A nova mistura ap6s homogeneizada e
centrifugada, foi incubada por um periodo de duas horas para que ocorresse 0 processo de
digestdo. Posteriormente as amostras foram posicionadas nos pocos do gel de agarose 2,5%
contendo o tampdo de corrida Tris-Borato com EDTA (TBE) (1X=89 mM Tris; 89 mM
Acido Borico; 2 mM EDTA pH 8,0). A corrida de eletroforese foi realizada com uma
tensdo elétrica de 5V/cm por duas horas. Apds a corrida, os fragmentos de DNA junto ao
gel foram colocados em um recipiente contendo Brometo de Etidio por um periodo de 10
minutos, e entdo foi lavado em um recipiente contendo agua por um periodo de 30 minutos
para tirar o excesso do Brometo. A leitura do gel foi realizada através do transiluminador

(Loccus Biotecnologica). Na auséncia da mutacdo que confere resisténcia a inseticidas, as
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pulgas revelam seus dois alelos como susceptiveis (SS), o gene Rdl permanece integro com
285 pb. Porém na presenca de alteracdo do alelo conferindo resisténcia, o DNA ¢é
fragmentado em dois produtos (de 135 e 150 pb) pela enzima BsmAl. Enzima essa que tem
como sitio de acdo a sequéncia especifica “5’-GTCTC (N1/5)-3°”. H& também a
possibilidadedas pulgas possuirem ambos os alelos contendo a mutacdo (RR) ou
heterozigotos para apenas um alelo com a mutagéo (RS).

3.6.3 Deteccao de Rickettsia spp em amostras de DNA de pulgas

E protocolo de rotina do LBioMOL realizar PCR RFLP para a deteccdo de
Rickettsia spp. em DNA de ectoparasitos que séo extraidos no proprio laboratério. Com a
finalidade de enriquecer mais o trabalho, foi realizado o protocolo de Santolin et al.
(2013). Primeiramente, o objetivo foi amplificar os genes htrA e ompB, a quais estdo
presentes em todas as espécies de Rickettsia. Os primers utilizados para htrA foram
forward 17KD (GGA ACC AGG CGG TAT GAA TAA) e o reverse 17KD (ACT TGC
CAT AGT CCG TCA GG). J& o gene ompB, possui como primer forward 120-M9f (ATG
GCG AAT ATT TCT CCA AAA) e como reverse R .r 120-807 (5’AGT GCA GCA TTC
GCT CCC CCT). Para a amplificacdo de ambos os genes, foi utilizado um mix composto
por: Tampdo de enzima 1x, 1,5 mM de MgClI2, 200 uM de dNTP, 20 pmoles de cada um
dos primers, 1 unidade de DNA Taq polimerase, 2,0 uL de DNA e agua para biologia
molecular (Ultrapure DNAse/Rnase Free).

PCR da reacdo

As regides dos genes htrA e ompB foram amplificadas sobre as seguintes
condigdes: 95°C por 5 minutos (desnaturagéo), 40 ciclos de 95°C/20s, 52°C/20s (extensao),
e apds as repetides 72°C por 5 minutos. Os produtos estimados sdo de 407 e 856 pb para

htrA e ompB respectivamente.

Verificacdo em Gel de Agarose para amplificado do gene

Os produtos da PCR foram posicionados no gel de agarose 1,5% contendo tampao
de TAE. O peso molecular foi estimado estravés do molecular 100 pb GeneRuler Ladder
DNA. A corrida de eletroforese foi realizada com tenséo elétrica de 5V/cm por 60 minutos.
Apbs a corrida, os fragmentos de DNA foram colocados no BE durante 10 minutos, em
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seguida foram submersos em agua destilada por 30 minutos para remocao do excesso de
BE. A analise do gel foi realizada através do transiluminador (Loccus Biotecnologica).

Digestéo por enzimas de restricdo e Verificacdo em Gel de agarose

Apbs a confirmacdo da amplificacdo do DNA para Rickettsia, foi empregado a
técnica do uso de endonucleases de restricdo Mspl e Rsal para gerar novos fragmentos de
banda de DNA, os quais foram usados para identificar as espécies de Rickettsia. As
espécies de Rickettsia investigadas foram: “Candidatus Rickettsia amblyomii”, Rickettsia
belli, Rickettsia felis, Rcikettsia massilae, Rickettsia monteiroi, Rickettsia parkeri,

Rickettsia rhipicephali, Rickettsia rickettsii e Rickettisa cepa sp. Pampulha.
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4 RESULTADOS

4.1 Ensaio Toxicologico

Apo0s o periodo de 24 horas da exposicdo das pulgas a diferentes concentracfes de
Fipronil, foi avaliada a proporgéo de pulgas vivas e pulgas mortas em cada grupo. O valor
de eficacia foi calculado através da formula: Eficacia (%) = [(nimero médio de pulgas
vivas no grupo controle — nimero medio de pulgas vivas no grupo tratado) / nimero médio
de pulgas vivas do no grupo controle] x 100 (Abbot, 1925). Foi realizada entdo uma nova
analise 48 horas apds a incubacdo das pulgas junto com o Fipronil. Os valores estdo

descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Eficacia do Fipronil em teste toxicoldgico in vitro em Ctenocephalides felis felis
através da exposicdo a tiras de papel impregnadas com o principio ativo em diferentes

concentracdes apds periodos de 24 horas e 48 horas.

Numero de
Grupo pulgas NUmero de pulgas mortas Eficacia(%o)
desafiadas
24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
Controle 120 2 2 - -
Concentracédo de
Fipronil (ppm)
0,091 120 2 6 0 0,03
1,5625 120 7 11 0,04 0,07
3,125 120 1 8 0,00 0,05
6,25 120 11 31 0,07 0,24
12,5 120 15 76 0,11 0,62
25 120 30 110 0,23 0,91
50 120 86 118 0,71 0,98

25



Com os dados de avaliacdo em 48 horas, foi determinada através da analise de

Probit pelo programa PoloPlus a concentracdo letal de 50% (CLso), 90% (CLgo), 95%
(CLos) € 99% (CLago) de Fipronil para C. felis felis da coldnia laboratorial UFRRJ. O Ensaio

foi realizado em dois momentos diferentes, sendo utilizadas 60 pulgas em cada um deles, a

Tabela 2 detalha os resultados do teste.

Tabela 2. Estimativa de concentracGes letais de Fipronil para Ctenocephalides felis felis

apos 48 horas de exposicao.

CLso (IC50%) | CLoo (IC90%) | CLos (IC 95%) | ClLuos (IC 99%) Qui- )
Heterogeneidade
ppm ppm ppm ppm Quadrado
10,39 (8,23 — 23,71 (18,41 - 29,95 (22,19- 46,43 (31,13-
7,08 1,77
12,66) 37,5) 53,17) 103,544)

O Gréfico 1 apresenta a relacdo entre a concentragdo do Fipronil e a mortalidade

observada nas pulgas submetidas ao teste.

Graéfico 1. Curva gerada pelo programa PoloPlus Version 1.0, apresenta um padrdo de

toxidade levando em consideragéo o percentual de pulgas mortas (eixo Y) e dose em ppm

de Fipronil (eixo X).
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4.2 Analises Moleculares

Um total de 158 amostras de DNA de C. felis felis da cepa laboratorial e cepa
campo foram analisadas junto com 2 pulgas de controle positivo, todas as pulgas

amplificaram para gene Rdl através do primer Exon 7 como exemplificado na Figura 6.

01020304 050607080910 1112131415161718192021222324 -2 -3 -1 AF AD

Figura 6. Produto de amplificacdo de 285 pb pelo primer Exon 7, amostras 1-7; 12-
21 (cepa campo), 22, 23, 24 8-9 (cepa laboratorial), 10-11 (cepa California), o controle
positivo de DNA de Ctenocephalides felis felis foi feito diferentes diluicGes, com a
finalidade de calcular o limite de deteccdo do DNA: -1 (1:10), -2 (1:100), -3 (1:1000), AF
(&dgua de fora) e AD (&gua de dentro).

Apdbs a confirmacdo da amplificacdo, os amplicons passaram pelo processo de

digestdo pela enzima enzima BsmAl, a visualizacdo da corrida no gel pode ser

exemplificada na Figura 7.
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01 0203 04 050607 08 0910 11 121314 15 1617 1819 20CN

Figura 7 — Em relacéo a identificacdo das amostras: 1-5 (cepa campo), 6-19 (cepa
laboratorial), 20 (cepa California). Ja as bandas de DNA ap6s digestdo, gerou 0s genotipos
RR para as amostras 1-12; 14-15; 17-19 (produtos de 135 e 150 pb gerados), genotipo SS
para as amostras 13 e 16 (produtos ndo digeridos de 285 pb) e gendtipo RS para a amostra
20 (um produto ndo cortado de 285 e dois produtos de 135 e 150 pb) (Daborn, 2004).

Foram analisadas um total de 158 amostras, sendo 120/158 (75,94%) amostras
provenientes de pulgas da cepa campo e 38/158 (24,05%) foram originadas da coldnia
laboratorial do LQEPV. Os gendtipos para pulgas nesse estudo foram classificadas como
homozigotos, heterozigotos e susceptiveis. Foram avaliados diferentes genétipos do gene
Rdl para cada uma das amostras, estando os resultados descritos na Tabela 3.

E importante citar que desse total de 38 pulgas da cepa laboratorial, 24 pulgas
foram coletadas apds o bioensaio envolvendo a ClLsg e a CLgo calculada através do
primeiro teste in vitro, foram analisadas seis pulgas vivas e seis pulgas mortas de cada
concentracdo letal para avaliar possivel diferenca nos genes, mas todas as amostras
possuiam genes homozigotos que deveriam tornar as pulgas totalmente resistentes ao
Fipronil. As outras 14 pulgas restantes da colonia, foram pulgas aleatorias testadas para o

estudo.
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Tabela 3. Distribuicdo do numero de pulgas pertencentes a cepa laboratorial e a cepa
campo, classificando as pulgas com alelos que a tornam suscetiveis ao Fipronil (SS), gene
heterozigoto com um dos alelos que tornam as pulgas resistentes ao Fipronil (RS) e genes

homozigotos para resisténcia (RR).

Cepa Gendtipo Total
SS RS RR
Campo 5 6 109 120
Laboratorial 2 - 36 38
Total 7 6 145 158

Foram utilizadas para analises moleculares duas pulgas por animal de um total de
60 animais provenientes da regiao metropolitana do Rio de Janeiro. Sendo 91,67% (55/60)
das pulgas estavam parasitando cdes, e 8,33% (5/60) das pulgas foram encontradas em
gatos. Considerando que das 120 pulgas totalizadas no estudo, 110 séo de cdes e 10 sdo de
gatos, a distribuicdo de pulgas em cées ficou com 90,90% (100/110) para pulgas com o
gendtipo de RR, 4,54% (5/110) para SS e 4,54% (5/110) para RS. J4 em gatos, a propor¢édo
ficou de 90% (9/10) para RR e 10% (1/10) para RS.

Em relacdo a deteccdo de bactérias do género Rickettsia a Unica espécie detectada
foi Rickettsia felis, a identificacdo desta espécie foi realizada através da técnica de Santolin
et al. (2013), amplicon htrA foi fragmentado pela enzima Mspl (gerando 250, 157 e 50 pb)
e pela Rsal (298, 82, 27 PB). O amplicon ompB também foi digerido pela Mspl (363, 309,
87, 63 e 40 pb) e Rsal (599, 174 e 89 pb). Das pulgas da colénia do LQEPV, 94,73%
(36/38) possuiam DNA de R. felis. As duas pulgas consideradas negativas para essse
micro-organismo foram recuperadas do teste in vitro, que foram uma pulga viva
recuperada da CLgo € uma pulga morta recuperada da CLso. Na analise em pulgas da cepa
campo, 27,50% (33/120) das pulgas possuiram o DNA amplificado para R. felis. Essas
mesmas pulgas distribuidas em 40,0% (24/60) animais.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo estimou uma variedade de resultados de concentracdes letais
para que pudessem ser comparadas com outros dados de maneiras diferentes. A técnica de
impregnacdo em papel filtro é recomendada pela OMS para a avaliagdo de susceptibilidade
ou resisténcia em artropodes para diferentes inseticidas (WHO, 2012) e por ser um método
que expde o quimico diretamente as pulgas, pode fornecer dados com menos fatores de
interferéncia em relacdo a susceptibilidade das pulgas ao Fipronil. As diferentes
concentracdes utilizadas foram essenciais para estimar com maior precisdo os valores de
concentracdo letal. Em relagcdo as andlises moleculares, realizar a triagem através do
método de Marrugal et al, (2013) foi necessario para analisar a qualidade de extracdo do
DNA das amostras, em especial porque algumas pulgas permaneceram conservadas no
alcool 70° por um periodo longo aproximado de 1 ano.

No que se refere a caracterizacao toxicoldgica da cepa laboratorial de C. felis felis,
0 estudo estimou a CLeg em 46,43 ppm, um valor inferior aos 400 ppm estabelecidos por
Batista et al. (2016), concentracdo essa para estabelecer uma mortalidade de 100% de C.
felis felis expostas ao Fipronil através da mesma técnica de bioensaio. Ja no estudo de Rust
et al. (2015), os testes toxicoldgicos foram realizados em pulgas da coldnia laboratorial de
Auburn, sendo conduzido através da exposicdo de cada pulga a diferentes concentragdes de
Fipronil. O estudo de Rust et al. resultou em uma estimativa de CLgs de 0,76 ng/uL (76
ppm), sendo nesse mesmo estudo, as pulgas foram classificadas como sensiveis ao
Fipronil. Esse valor é mais que o dobro dos 29,95 ppm estimados para a CLos em pulgas da
coldnia do LQEPV, sugerindo que, para andlises toxicolégicas, as pulgas avaliadas podem
ser consideradas sensiveis ao Fipronil.

Por outro lado, as CLsp e CLgo foram estimadas para se poder realizar um novo
teste in vitro, dessa vez com a finalidade foi recuperar pulgas vivas e mortas do ensaio para
posteriormente realizar as analises moleculares. Além da finalidade de detectar a presenga
da mutacdo nas pulgas da colénia do LQEPV, realizar o teste em pulgas vivas e mortas
poderia oferecer com mais precisdo o grau de tolerancia de resisténcia, por esse motivo
foram selecionadas essas concentracdes em especifico. No presente estudo, todas as pulgas
vivas ou mortas recuperadas no bioensaio, possuiam o genétipo RR. Esses dados sugerem
que essa mutacdo que confere resisténcia a outros insetos como a mosca-doméstica (Musca

domestica), barata americana (Periplaneta americana) e Aedes aegypti (Bass, 2004), pode
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ndo ser o suficiente para conferir resisténcia em C. felis felis ao Fipronil no presente
estudo.

Zhao et al. (2004) descreve que o Fipronil possui outros dois sitios de acdo em
artropodes além dos canais de cloreto do GABA, sendo eles os canais de cloreto
controlados por glutamato. Sugerindo que, apesar da mutacdo do GABA, o Fipronil tem
outros alvos para atingir os insetos. E importante citar que mais estudos como o
sequenciamento do gene estudado pode detectar outros possiveis pontos de mutacdo que
possam estar presentes apenas nas pulgas vivas recuperadas no bioensaio, conferindo a
resisténcia. Entre os fatores que podem interferir nessa resisténcia é a presenca de
endossimbiontes facultativos como Wolbachia e Rickettsia. Essa interacdo com diferentes
microorganismos podem tanto aumentar ou diminuir a susceptibilidade aos inseticidas
através de efeitos no sistema imune, metabolismo e expressdo génica nos insetos (Liu,.;
Guo, 2019).

Os resultados deste estudo demonstram que a mutacdo no gene Rdl para resisténcia
a ciclodienos esta presente no Brasil. Em relacdo as pulgas da cepa laboratorial, 94,73%
(36/38) eram homozigotas para mutacdo no gene, esses resultados sdo semelhantes a de
outras colbnias laboratoriais descritas na literatura. Daborn et al. (2004) descreveu que
97,4% das pulgas de col6nia laboratorial da Califérnia (EUA) eram homozigotas para a
mutacdo. No estudo de Brunet et al. (2009), todas as 6 coldnias laboratoriais localizadas na
Europa e nos EUA testadas, apresentaram 100% das pulgas com homozigose para a
mutacdo. Os autores supracitados mencionam que essas col6nias como isoladas e com
pulgas livres de tratamento para Ciclodienos ou para Fipronil, sendo algumas dessas
coldnias fundadas na década de 80 e 90. A col6nia laboratorial do LQEPYV foi criada em
1998, e € uma coldnia livre do tratamento de Ciclodienos, isso sugere que no momento que
as pulgas obtidas a décadas atras ja estavam sob pressdo de selecdo para esse gene em
especifico.

A classificacdo de uma cepa como resistente ou susceptivel pode utilizar diferentes
critérios, os estudos de de Brunet et al. (2009), Bass et al. (2004) e Daborn et al. (2004)
apenas classificam cepas como resistentes ap0s a recuperagdo de pulgas vivas de animais
apos 28 dias apds o tratamento com Fipronil. As col6nias laboratoriais do estudo de
Brunet et al. (2009), classificou as 6 colonias estudadas como susceptiveis apesar de 100%
de todas as pulgas possuirem homozigose para os alelos RR. Mas € importante citar que

diversos fatores podem influenciar na quantidade de pulgas, como resisténcia individual
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dos animais a infestacdo, interacdo de animais com o ambiente e a outros animais, tipo do
pélo, historico de tratamento, entre outros (Marchiondo, 2013). Esses fatores podem
sugerir que a quantidade de pulgas recuperadas nos animais que ndo estejam
exclusivamente relacionada a resisténcia/susceptibilidade de ectoparasitos a farmacos,
apesar de também ser um indicio importante.

A predominancia da mutacdo em pulgas da cepa campo (90,83%) para a
homozigose pode sugerir que esse perfil gendémico continua estavel no ambiente. Pelo fato
do uso de ciclodienos no tratamento contra pulgas estara defasado (Bass et al., 2004) isso
abre questionamentos se a predominancia desse gendtipo esta relacionada a fatores como:
selecdo cruzada por outros farmacos como o Fipronil, contato de pulgas em um mesmo
ambiente onde ciclodienos sdo utilizados no controle de outros insetos (como formigas,
baratas e cupins) (Bass et al., 2004), ou uma estabilidade genotipica garantida pelo uso de
ciclodienos décadas atras. E importante citar que no estudo de Rust et al. (2015), 10 cepas
diferentes de pulgas obtidas de diferentes continentes (Oceania, Europa e América do
norte), tiveram diferentes percentuais para predominancia do genétipo RR, de 0-100% das
amostras analisadas.

A associagdo entre C. felis e R. felis, foi descrita, sendo o Unico ectoparasito
confirmado como transmissor dessa bactéria em estudo experimental, tanto transmissdo
vertical como horizontal (Legendre; Macaluso, 2017). Espécies de Rickettsia podem
permanecer em pulgas por toda sua vida sem causar dano direto (Azad, 1997), porém ainda
ndo esta totalmente esclarecido o papel dela na epidemiologia das pulgas. Pelo fato de R.
felis ser encontrada em 94,73% (36/38), surge o questionamento de que a presenca da
bactéria pode estar relacionada a susceptibilidade das pulgas frente a inseticidas. Diferentes
espécies de Rickettsia foram associadas com o aumento da susceptibilidade de insetos a
diferentes inseticidas (Kontsedalov, 2008). Havendo entdo a possibilidade de que a
presenca de Rickettsia poderia sobressair ao fator genético de resisténcia. A predominancia
de R. felis nas pulgas de cepa laboratorial também pode indicar que o gato doméstico (Felis
catus), pode ter papel na epidemiologia de R. felis, uma vez que as pulgas do laboratério
séo recuperadas de gatos.

O percentual de R. felis em pulgas da colbnia laboratorial é considerado alto em
comparacdo ao percentural de detectado em pulgas no campo (27,50%), isso pode ser
explicado por ser uma col6nia isolada, onde ndo h& introdugdo de novas cepas de pulgas,

esse fato contribui pelas pulgas possuirem caracteristicas semelhantes em relagdo a sua
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microbiota. O percentual de deteccdo de Rickettsia felis pode variar de acordo com a regido
de coleta, o estudo de Horta et al. (2014) desmonstrou percentuais entre 19,7 €71,2% em
diferentes regides do Brasil, sendo a cidade do Rio de Janeiro com 11,50% das pulgas com
amplificacdo para R. felis. O papel de R. felis para C. felis felis ainda ndo € bem esclareida,
e esses diferentes percentuais podem sugerir que R. felis ndo seja um endossimbionte

obrigatdrio para pulgas.
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6 CONCLUSAO

Pode-se concluir que a cepa laboratorial de C. felis felis, pertecente ao LQEPV,
ainda é considerada susceptivel ao Fipronil em comparagdo a outros cepas laboratoriais no
mundo.

A mutacdo do gene Rdl foi detectada na grande maioria das pulgas da cepa
laboratorial, sendo assim, a mutacdo de forma isolada ndo confere resisténcia de C. felis
felis ao Fipronil.

O gendtipo RR foi detectado em na grande maioria das pulgas pertecentes a cepa
laboratorial e a cepa campo, podendo significar que as pulgas passam constatemente por
pressdo de selecdo.

A presenca de R. felis pode estar influenciando na susceptibilidade de C. felis felis
ao Fipronil.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

As perspectivas futuras desse trabalho envolve a investigacdo de outras possiveis
mutacdes possam estar envolvidados na susceptibilidade de pulgas ao Fipronil. Essa
abordagem pode caracterizar possiveis marcadores moleculares que possam ser usado no
monitoramento de C. felis felis.

Outro aspecto importante € possivel desempenho que 0s micro-organismos podem
ter na susceptibilidade ou resisténcia das pulgas aos farmacos. Seriam necessarios novos
ensaios toxicolégicos com grupos de pulgas com a presenca e a auséncia desses
organismos.

Sendo assim, seriam necessarios novos estudos para dar continuidade a

investigacdo dos mecanismos de resisténcia que as pulgas possuem contra o Fipronil.
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