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Resumo

Com objetivo de avaliar atividade do fipronil em teste in vitro de imersdo com larvas e ninfas ingurgitadas
de Rhipicephalus sanguineus sensu lato foram obtidas solu¢des com as seguintes concentrac¢des 50,
25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,156, 0,781, 0,390, 0,195 e 0,0975 pg/ml de fipronil, nas quais as fases
alimentadas foram imersas por cinco minutos. E ap6s 21 dias foi avaliada a mortalidade das larvas e
ninfas ingurgitadas, considerando mortos os carrapatos que ndo completaram o processo de ecdise.
Os dados de mortalidade foram analisados via probit e foram determinadas as concentracgées letais 50
(CLso) de 21,39 pg/ml para larvas ingurgitadas e 50,89 pg/ml para ninfas ingurgitadas. Na maior
concentracao (50 pg/ml) as mortalidades obtidas foram de 95% e 80% para larvas e ninfas ingurgitadas,
respectivamente. Conclui-se que metodologia de imersdo proposta pode ser utilizada para avaliar a
acdo de compostos sobre as fases imaturas de carrapato. E que com este ensaio foi possivel
determinar a CLso do fipronil frente a larvas e ninfas ingurgitadas de R. sanguineus s.I.

Palavras-chave: Carrapato. Controle. Metodologia in vitro.
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Introducéo

Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Acari: Ixodida) (Latreille, 1906), conhecido popularmente
como "carrapato vermelho do cao", € um ixodideo de distribuicdo cosmopolita, sendo considerada a
espécie de maior distribuicdo global (Dantas-Torres, 2009). Este artropode € responsavel por causar
efeitos debilitantes a saldde dos cées, seu hospedeiro preferencial (Dantas-Torres, 2010), devido a
perda sanguinea e a transmissao de patdégenos como Ehrlichia canis, Babesia vogeli e Hepatozoon
canis (Rotondano et al., 2015).

Sua ampla distribuicédo € em grande parte devido ao seu ciclo trioxeno, que envolve a realizacéo
de todas as mudancas de fases de desenvolvimento (larva, ninfa e adultos) no ambiente. Ou seja, apds
as fases parasitarias realizarem o repasto sanguineo, com completo ingurgitamento se desprendem do
hospedeiro e vao ao ambiente onde realizam a ecdise que dura aproximadamente 21 dias pra cada
fase (Monteiro, 2017). Portanto, o controle desses ixodideos é desafiador, uma vez que eles passam
mais de dois ter¢os de sua vida ho ambiente (Suzin, 2018)

Normalmente, as infestacdes por carrapatos sédo controladas com o uso acaricidas sintéticos
direcionados ao sistema nervoso destes artropodes, e que podem ser aplicados sistemicamente ou por
contato direto. Como, por exemplo o fipronil pertencente a classe dos fenilpirazéis € amplamente
utilizado na medicina veterinaria para o controle de R. sanguineus s.l., atua bloqueando a transmissao
de sinais através do antagonismo dos receptores y-aminobutiricos (GABA) levando a neuroexcitagéo
(Santos et al., 2022). No entanto o uso errdneo e descontrolado levou ao relato de populacdes
resistentes (Eiden et al. 2015; Dantas-Torres, 2018; Becker et al., 2019). Conhecer suscetibilidade in
vitro de diferentes fases evolutivas de R. sanguineus s.l. ao fipronil é importante para auxiliar nos
diagnésticos de populacdes resistentes.
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As avaliages in vitro sobre diferentes fases de desenvolvimento dos carrapatos também sé&o
importantes para auxiliar nos diagnosticos de populacées resistentes a outras bases quimicas e na
prospeccao de novos compostos com atividade acaricida. Dessa forma este estudo tem objetivo de
avaliar um ensaio in vitro de imersé&o para larvas e ninfas ingurgitadas de R. sanguineus s.l. e determinar
a concentracao letal 50 (CLso) do fipronil frente estas fases evolutivas.

Metodologia

Para os testes inicialmente foi preparada uma solugdo méae a 2% de fipronil a partir de 0,100
mg do principio ativo diluido 40% de DMSO, 12,5% de acetona, 2% de Triton X-100 e N-metilpirrolidona
em quantidade suficiente para (gsp) completar 100%. E a partir de 0,05ml da solugcdo mae diluida em
agua destilada gqsp 5ml obteve-se uma solugcédo estoque a 0,002% de fipronil a partir da qual foram
obtidas de forma seriada as solu¢@es diluidas em agua destilada com as seguintes concentracdes: 50,
25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,156, 0,781, 0,390, 0,195 e 0,0975 pg/ml utilizadas nos ensaios. Como controle
negativo utilizou os diluentes nas seguintes propor¢des 1% de DMSO; 0,03125% de acetona; 0,005 de
Triton X-100; 0,2% de N-metilpirrolidona e agua destilada gsp 100%.

Os exemplares de R. sanguineus s.l. usadas no estudo foram obtidos da col6nia laboratorial
de carrapatos do Laboratorio de Quimioterapia Experimental de Parasitologia Animal (LQEPV)
aprovada pelo Comité de Etica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) sob o nimero
9812271021. Os ensaios de imerséo das larvas e ninfas foram realizados em triplicata, a metodologia
usada foi adaptada de Drummond et al. (1973), na qual 30 exemplares larvas ou ninfas alimentadas
foram imersas por 5 minutos em microtubos de 2ml (Eppendorf®) contendo 0,5 ml de solu¢cdo com as
concentracbes em teste. Em seguida, os microtubos foram vertidos em papel absorvente e os
carrapatos que permaneceram dentro do recipiente foram cuidadosamente removidos com um pincel
n°00. Apds a completa secagem em papel absorvente os carrapatos foram acondicionados em seringas
de 3 ml adaptadas, previamente identificadas, e foram incubados em camaras climaticas a 27 £ 1°C e
80 + 10 por 21 dias para completa ecdise, quando foi avaliada a mortalidade. Foram considerados
mortos os carrapatos que ndo completaram o processo de ecdise. O percentual de mortalidade foi
calculado com base na férmula descrita por Abbott (1925): Mortalidade (%) = (mortalidade do grupo
tratado — mortalidade do grupo controle) / (100 — mortalidade do grupo controle) x 100.

A analise estatistica dos dados foi feita via probit com a determinacdo das concentracgdes letais
50 (CLso) e os respectivos intervalos de confiangca de 95% (IC95%) no programa Polo Plus.

Resultado

Os resultados obtidos sobre a acdo do fipronil frente a larvas e ninfas alimentadas de R.
sanguineus s.l. encontra-se na tabela 1. Os maiores percentuais de mortalidade/inibicdo da ecdise
foram observados na Gltima concentragdo (50 pg/ml) com aproximadamente 95% para larvas e 80%
para ninfas. As CLso com seus IC95% para ambas as fases foram de 21,39 pg/ml (13,24-27,39) para
larvas e de 50,89 pg/ml (40,27-72,66) para ninfas (Tabela 2), e observando os slopes e o gréfico (Figura
1) com concentragfes versus porcentagens de mortalidade nota-se que para larvas sdo necessarias
menores concentragbes para atingir percentuais de mortalidade maiores. Com resultados obtidos
observou-se que metodologia de imersdo empregada foi capaz de permitir a avaliacdo da acédo do
fipronil sobre larvas e ninfas alimentadas, utilizando baixos volumes de solu¢do e niumero de individuos.

Tabela 1: Percentual de Mortalidade de larvas e ninfas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus sensu lato
imersas em diferentes concentracdes de fipronil.

Porcentagem de Mortalidade

Concentragéo (ug/ml)

Larvas ingurgitadas Ninfas ingurgitadas
3.125 3.96 2.35
6.25 25.43 6.92
125 12.46 27.81
25 72.46 44.71
50 95.70 79.07
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Tabela 2: Resultados da analise de probit de larvas e ninfas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus sensu lato
imersas em diferentes concentracdes de fipronil.

Concentracdo Letal 50 (CLso)

Fase Slope Heterogeneidade
(ug/mi) P J
Larvas ingurgitadas 21.39 (13.24 - 27.39) 5.111 + 0.808 3.05
Ninfas ingurgitadas  50.89 (40.27 - 72.66) 2.098 + 0.354 0.55
100.00
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Figura 1. Grafico com concentragfes versus porcentagens de mortalidade de larvas e ninfas ingurgitadas de
Rhipicephalus sanguineus senso lato imersas em diferentes concentracdes de fipronil.

Discusséo

Na literatura € mais comum em ensaios in vitro o uso de larvas e ninfas ndo alimentadas, tanto
para avaliar a resisténcia a acaricidas quanto para avaliar o potencial acaricidas de hovos compostos
(FAO, 2004; Eiden et al. 2015; Becker et al., 2019; Coelho et al., 2020; Miranda et al., 2024), porém é
importante verificar e determinar a suscetibilidade de todas as fases evolutivas dos parasitos. Daemon
et al. (2009) sugerem que as fases de larvas e ninfas alimentadas séo mais suscetiveis a acdo de
acaricidas, pois € possivel que a extensdo da cuticula, promovida pelo ingurgitamento, eleve sua
permeabilidade, criando condi¢bes favoraveis para a acdo do produto. Podemos observar este fato
quando comparamos as CLsso obtidas neste estudo com as descritas por Miranda et al. (2024) para
larvas e ninfas ndo alimentadas de R. sanguineus s.l. expostas ao fipronil. Miranda et al. (2024)
estimaram CLsso de 118.99 pg/ml e de 174.04 pg/ml para larvas e ninfas ndo alimentadas,
respectivamente, enquanto estimamos para larvas alimentadas CLso de 21.39 pg/ml e para ninfas
alimentadas CLso de 50.89 pg/ml.

A mesma dindmica metodoldgica no que diz respeito a suscetibilidade evidenciada por Daemon et al
(2009) é descrita no trabalho de Mendes et al (2011), que analisou a atividade de timol sobre as ninfas
e larvas de Amblyomma cajennense e concluiram que as fases alimentadas necessitam de uma menor
concentracao de acaricida quando comparado com as ndo fases alimentadas, reforcando que ha uma
maior sensibilidade dos instares ingurgitados, dessa forma a efetividade atrelada a alimentacao é
semelhante em espécies distintas de carrapato.

Tendo em vista os relatos de resisténcia desta espécie de carrapato ao fipronil (Eiden et al., 2015;
Becker et al., 2019), a metodologia utilizada neste estudo seria uma alternativa para avaliar a
suscetibilidade de populac¢des de R. sanguineus s.l. .Pois, as fases de larvas e ninfas poderiam ser
recuperadas diretamente dos hospedeiros (caes), com o auxilio de pentes, quando estiverem proximas
de completar o processo de alimentacdo e se desprenderem naturalmente para realizar a ecdise no
ambiente, reduzindo assim o tempo para que se obtenha resultados e ndo seja necessario esperar seis
semanas, periodo necessario para que as fémeas ingurgitadas realizem posturas e as larvas eclodidas
destas posturas estejam aptas para realizar o teste de pacote de larvas (TPL) descrito por Stone e
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Haydock (1962), metodologia empregada por Eiden et al. (2015) e Becker et al. (2019) quando
descreveram o relatos de popula¢des de R. sanguineus s.l. resistentes ao fipronil em caninos nativos
do Estados Unidos e em cédes domiciliados do municipio de Ponta Grossa, no Rio Grande do Sul,
respectivamente.

A imerséo de larvas e ninfas ingurgitadas também poderia ser uma alternativa de teste mais
rapida para obtencdo de resultados do que o teste imersdo de adultos ingurgitados (fémeas) (TIA),
descrita inicialmente por Drummond et al. (1973), também muito utilizada na prospeccdo de novos
compostos para o controle de carrapatos (Olivo et al, 2013) e para o diagndéstico de populactes
resistentes (FAO, 2004), necessita de 42 dias para que todas as etapas do ensaio sejam realizadas,
contra 21 dias da avaliagdo proposta neste trabalho. TIA é o teste de eleicdo para avaliar a agao de
disruptores de crescimento sobre carrapatos, como por exemplo o fluazuron (FAO, 2004; Reck et al.,
2014), aimerséo de larvas e ninfas ingurgitas além de apresentar resultados mais rapidos, poder gerar
informacdes complementares ao TIA sobre a acdo destes compostos, principalmente frente a
carrapatos trioxenos. Como por exemplo o trabalho realizado por Silva (2024) que avaliou a acdo dos
seguintes disruptores de crescimento: fluazuron, novaluron, teflubenzuron e triflumuron sobre larvas e
fémeas alimentadas de R. sanguineus s.l. e observou que as larvas sdo mais sensiveis que as fémeas
ingurgitadas, talvez pelo modo de agcdo desse composto que age inibindo a sintese de quitina,
interferindo diretamente na ecdise dos carrapatos.

Conclusao

O estudo determinou a CLso do fipronil in vitro frente a fémeas e ninfas ingurgitadas de R.
sanguineus s.l., auxiliando na monitorizacdo da suscetibilidade das popula¢Bes de carrapatos a esse
composto. E a metodologia de imersdo das fases imaturas, mostrou-se como uma alternativa aos
ensaios com fipronil in vitro mais utilizados e que demandam mais tempo para obtencao de resultados.
A metodologia proposta também pode ser aplicada na avaliacdo de outros acaricidas, auxiliando na
deteccéo precoce de resisténcia ou na compreensdo de como potenciais compostos com atividade
acaricida podem agir sobre os carrapatos.
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