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“Todas as vitorias ocultam uma abdicacdo”.

(Simone de Beauvoir)
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ASSIS, Jéssica D’avilla. Atividade do Novaluron sobre larvas de Cochliomyia hominivorax
(Diptera, Calliphoridae). 60p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

RESUMO

As miiases sdo parasitoses causadas pelas larvas da mosca Cochliomyia hominivorax, com
grande morbidade e mortalidade, sobretudo em animais domésticos como bovinos e ovinos,
podendo acarretar grandes prejuizos econdmicos ao agronegocio, além de ser um problema em
salde. A resisténcia desses parasitos aos tratamentos classicos, associados aos problemas
ambientais e de saude, devido ao uso continuo de alguns dos inseticidas, levaram a busca de
novas alternativas, Os Reguladores de Crescimento dos Insetos (IGRs), sdo compostos
qguimicos que interferem no crescimento e desenvolvimento desses espécimes, atuando
principalmente sobre as formas imaturas. Dentre os principais IGRs, o novaluron, inibidor de
sintese de quitina, apresentou maior eficacia no controle de dipteros. No presente estudo, larvas
de primeiro (L1) e terceiro (L3) instares de C. hominivorax foram expostas a diferentes
concentracdes de novaluron. As metodologias utilizadas foram adaptadas para cada estadio: i)
as L1 foram expostas em dieta larval acrescida de novaluron e ii) as Lz foram expostas pelo uso
de papel filtro impregnado com o IGR. O ciclo biologico foi observado para determinar em
qual estagio o efeito inseticida do novaluron ocorria. Foi observada uma mortalidade de 91,7%
de larvas a 0,05 ppm e de 100% das pupas a 0,07 ppm de novaluron no ensaio de
desenvolvimento em meio. Nos ensaios com Ls, foi observado 94,1% de atividade contra pupas
para concentracdo de 100ppm. As concentracOes letais de 50% para larvas e pupas foram,
respectivamente, de 0,010ppm e 21ppm. Com base nesses resultados, pode-se afirmar que o
novaluron teve atividade sobre as larvas de C. hominivorax interferindo no ciclo de
desenvolvimento, apresentando efeito larvicida e pupicida frente a Li, além de inibir a
emergéncia de adultos apds a exposicdo das La.

Palavras-chave: Benzoilfenilureia, Controle, Disruptores de desenvolvimento, Miiases.
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ASSIS, Jéssica D’avilla. Activity of Novaluron on Cochliomyia hominivorax Larvae
(Diptera, Calliphoridae). 60p. Dissertation (Master’s degree in veterinary sciences). Institute
of Veterinary Medicine, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

ABSTRACT

Myiasis is a parasitic disease caused by the larvae of the fly Cochliomyia hominivorax, which
results in significant morbidity and mortality, especially in domestic animals such as cattle and
sheep, leading to substantial economic losses in the agribusiness sector and posing a health
problem. The resistance of these parasites to conventional treatments, coupled with
environmental and health concerns arising from the continuous use of certain insecticides, has
prompted the search for new alternatives. Insect Growth Regulators (IGRs) are chemical
compounds that interfere with the growth and development of these organisms, primarily
targeting the immature forms. Among the main IGRs, novaluron, a chitin synthesis inhibitor,
has shown greater efficacy in controlling dipterans. In the present study, first (L1) and third
(L3) instar larvae of C. hominivorax were exposed to different concentrations of novaluron.
The methodologies used were adapted for each stage: i) L1 larvae were exposed to larval diet
supplemented with novaluron, and ii) L3 larvae were exposed using filter paper impregnated
with the IGR. The life cycle was observed to determine at which stage the insecticidal effect of
novaluron occurred. A mortality rate of 91.7% was observed for larvae exposed to 0.05 ppm of
novaluron in the developmental assay. In the L3 assays, an activity of 94.1% against pupae was
observed at a concentration of 100 ppm. The lethal concentrations for 50% of larvae and pupae
were 0.010 ppm and 21 ppm, respectively. Based on these results, it can be concluded that
novaluron exhibited activity against C. hominivorax larvae by interfering with the
developmental cycle, demonstrating larvicidal and pupicidal effects on L1, as well as inhibiting
adult emergence after L3 exposure.

Keywords: Benzoylphenylurea, Control, Development disruptors, Myiasis.
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1 INTRODUCAO

Cochliomyia hominivorax é uma espécie de mosca produtora de miiase primaria,
vulgarmente conhecida como bicheira. Suas larvas séo parasitos obrigatorios que se alimentam
dos tecidos vivos de todos os animais de sangue quente, inclusive o homem.

Sua éarea de distribuicdo original estendia-se do Sul dos EUA e por toda a América
Latina, desde o Meéxico até o norte do Chile e Argentina, mas devido a diversos programas de
erradicacdo, foi eliminada dos Estados Unidos e América Central. As miiases provocadas pelas
larvas de C. hominivorax causam grande morbidade e mortalidade, sobretudo em animais.
domésticos como bovinos e ovinos, acarretando grandes prejuizos econdémicos ao agronegaécio.

Essas larvas provocam miiases obrigatdrias (biontéfagas) e as praticas de rotina no
manejo dos bovinos, presente na pecuéria, como castracao e descorna, predispdem os animais
ao parasitismo. Os prejuizos ocasionados por essa mosca, especialmente a pecuéria brasileira,
séo bastante expressivos, devido aos altos custos dos tratamentos normalmente realizados para
prevenir e tratar os animais doentes. No Brasil, a estimativa de perdas determinada pela
infestacdo por C. hominivorax gira em torno de 336 milhdes de ddlares. Além disso, ha
problemas decorrentes da mutilagcdo dos animais, danos ao couro e mortalidade, que reduzem a
produtividade e podem até mesmo afetar a fertilidade quando a miiase ocorre no escroto de
reprodutores

No Brasil, os bezerros no periodo neonatal sdo mais susceptiveis as miiases, devido a
atracdo da mosca pelo coto do corddo umbilical, regido onde realiza a postura de ovos. O
parasito também pode depositar seus ovos em locais recém manejados, como em casos de
problemas no parto, como retengdo de anexos fetais ou intervencdes relacionadas ao manejo
como castracdo, descorna ou ferimentos em cercas de arame farpado. A espoliacdo, causada
por carrapatos, também aumenta a susceptibilidade a este agente parasitario, devido as feridas
que normalmente aparecem no quadro. Caso o tratamento nédo seja realizado em tempo habil a
infestacdo podera ocasionar a morte dos animais, principalmente dos jovens.

No Brasil, um dos tratamentos preconizados para o controle de miiases consiste na
utilizacdo de inseticidas sintéticos. Estes produtos sdo comumente conhecidos como
“matabicheiras”, tendo em sua composicao principalmente organosfosforados e piretrdides. No
entanto, existem preocupacdes relacionadas ao aumento da resisténcia, além dos problemas
ambientais e de salde, associadas ao uso continuo de alguns inseticidas neurotdxicos, sugerindo

a necessidade de novos estudos para o controle deste parasito.



Mesmo com advento de novas moléculas, esses meios de controle devem ser
investigados para que realmente reduzam ou eliminem a possibilidade de reinfestacéo.
Alternativas vém sendo estudas e, dentre elas, os Reguladores de Crescimento dos Insetos, que
sdo compostos quimicos que interferem no crescimento e desenvolvimento fisiologico e
morfolégico do parasito durante os processos de metamorfose e muda, impedindo a emergéncia
de adultos. Por agirem diretamente no sistema hormonal dos insetos, sdo considerados mais
seletivos e especificos do que os inseticidas convencionais, sendo uma alternativa eficaz nos
programas de controle de vetores e no manejo da resisténcia. Se utilizados nas doses
recomendadas, ndo sdo tdxicos aos mamiferos e degradam facilmente, sendo benéfico ao
ambiente.

Nos Estados Unidos o0s prejuizos gerados por essas miiases levaram ao desenvolvimento
de um programa de erradicacdo, denominado Sterile Insect Technique (SIT) (em portugués,
Técnica do Inseto Estéril) baseado na criacdo de mosca da espécie em laboratorio e esterilizacdo
de machos com a utilizagdo de raios gama. Os machos estéreis foram liberados no ambiente em
grande quantidade e, como as fémeas copulam uma Unica vez, ocorreu uma diminuicdo
acelerada da populacédo desses dipteros, levando a sua rapida erradicacdo nos Estados Unidos.

A busca de estratégias deve ser constante, no entanto, o desenvolvimento de novas
formulacdes é um processo longo e oneroso. A avaliacdo da eficacia de produtos ja existentes
no mercado frente a novos parasitos-alvos pode demonstrar uma nova alternativa para o
controle das populacdes de parasitos mais tolerantes aos antiparasitarios. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade in vitro do Novaluron sobre formas imaturas de C. hominivorax
na interrupgdo do desenvolvimento do ciclo biolégico, determinando sua eficécia na inibicéo e

as concentragoes letais.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Moscas de Importancia Médico-veterinaria

As moscas pertencem a ordem Diptera, a quarta maior ordem de insetos depois dos
coledpteros, lepidopteros e himendpteros. Das 110.000 espécies de dipteros, somente cerca de
vinte espécies distribuidas por dez familias estdo mais intimamente ligadas aos seres humanos
nas areas urbanas, sendo as mais importantes as familias Muscidae, Fanniidae, Calliphoridae e
Sarcophagidae (D’ALMEIDA; ALMEIDA, 1998).

Na subordem Muscomorpha s&o conhecidas 62 familias com milhares de espécies de
moscas saprofagas, necrofagas, predadoras ou hematofagas, muitas das quais possuindo grande
importancia bioldgica e/ou médico-veterinaria para os seres humanos (NEVES, 2004;
VIANNA et al., 2004). Algumas espécies de dipteros muscdides causam miiases obrigatorias
ou facultativas nos animais e em seres humanos (MARCHIORI; SILVA, 2001), podendo
também atuar como carreadores de diversos microrganismos patogénicos (CARVALHO; VON
ZUBEN, 2006).

2.2 Miiases

Miiase (em grego, myia, mosca e ase, doenca), termo definido por Zumpt (1895), é a
parasitose de tecidos e 6rgdos de seres humanos e animais vertebrados vivos por larvas de
dipteros, que em um curto periodo, causam lesdes por se alimentam do tecido vivo ou morto do
hospedeiro, sendo sua ocorréncia mais frequente nas areas rurais dos paises tropicais
(MARTINEZ et al., 2003). Os registros sobre a ocorréncia das miiases datam do Século XVI,
qguando Frei Bernardino de Sahagun, que viveu de 1529 a 1590 na Nova Espanha, México,
relatou a existéncia de "larvas que se criam nos bracos e membros de coelhos e ratos”, como
"vermes metidos dentro da carne” (GUIMARAES et al., 1983; BARILACHI, 2005).

As larvas de moscas que desenvolvem uma parte do seu ciclo ou completam ele dentro,
ou sobre o corpo de um hospedeiro vertebrado, podem ser classificadas como causadoras de
miiases (NEVES et al., 2011). As principais moscas relacionadas as miiases pertencem as
familias Oestridae, Sarcophagidae e Calliphoridae (HALL; WALL, 1995).

As miiases do tipo furunculdide, primarias, sdo provocadas por larvas biontéfagas
parasitarias de tecidos sadios, sendo as moscas das espécies Dermatobia hominis, C.
hominivorax e Oestrus ovis as principais responsaveis por essas lesdes (D’ALMEIDA, 1986).

Outro tipo de miiase, secundaria, decorre da invasdo de tecidos necrosados por larvas



necrobiontofagas, sendo as mais frequentes as moscas dos géneros Sarcophaga, Lucilia,
Chrysomya e Musca (DEAR, 1981; LIMA, 1999;).

Bovinos, ovinos, equinos, suinos, caprinos e caninos S0 as espéecies mais
frequentemente identificadas como hospedeiras de miiases instaladas em ferimentos causados
por amputacdo da cauda, castracdo, cortes com arame farpado, lesdes por plantas espinhosas,
umbigo de animais recém-nascidos, areas lesadas por picadas de carrapatos e outros tipos de
lesdo (DIAZ, 1999).

2.3 Cochliomyia hominivorax

Em marco de 1858, Coquerel, um médico da marinha francesa, coletou algumas larvas
de uma miiase dos seios frontais e nasais de um presidiario da Guiana Francesa. Da cultura
destas larvas obteve formas adultas de um diptero que ele descreveu como Lucilia hominivorax.
Em maio do mesmo ano, o autor publicou um segundo trabalho, no qual redescreveu a espécie
e advertiu para o fato de ser aquela mosca diferente de "macellaria F." (AUBERTIN; BUXTON,
1934). Towsend (1915) descreveu o género Cochliomyia, tendo como espécie o tipo Musca
macellaria F. por designacéo original.

Em 1933, Cushing e Patton observaram que a mosca que exercia parasitiSmo nos
Estados Unidos (EUA) nédo era Cochliomyia macellaria F. e sim outra, que denominaram de
Cochliomyia americana. Aubertin e Buxton (1934), apds examinarem trés exemplares da
colecdo Bigot, concluiram que C. americana de Cushing e Patton (1933) era sinénimo de
Cochliomyia hominivorax (Coquerel, 1858). O género Cochliomyia pertencente a familia
Calliphoridae, é constituido por quatro espécies: C. hominivorax (Coquerel), C. macellaria
(Fabricius), C. aldrichi e C. minima (DEAR,1985). As duas primeiras estdo relacionadas aos
casos de miiases, porém, a que apresenta maior importancia, € C. hominivorax (FAO, 1993).

As moscas califorideos sdo caliptradas de tamanho médio a grande (4 a 16 mm), com
abdome arredondado ou oval, corpo de coloracdo escura com reflexos azuis metélicos,
violaceos, esverdeados ou cupricos, no térax e abdome (CARVALHO; RIBEIRO, 2000;
RODRIGUES-GUIMARAES et al., 2001). Os reflexos azul-metalico do mesonoto apresentam
padrdo de trés faixas negras longitudinais (sendo a do meio mais curta), basicosta preta, olhos
de cor amarelo-avermelhado, cabeca amarelo-brilhante, parte inferior da parafrontalia preta e
pernas alaranjadas (MARCONDES, 2001; NEVES, 2004). Este inseto causa miiase primaria
ou bicheira nos animais domésticos, especialmente em bovinos, ovinos, equinos, caprinos e
caninos, atacando principalmente nos meses mais quentes do ano (CRAMER-RIBEIRO et al.,
2002).



Na Venezuela, os cdes sdo os hospedeiros secundarios mais importantes e dentre os
animais selvagens de zoologicos, a maioria dos casos de miiases ocorrem em felideos
(CORONADO; KOWALSKI, 2009).

2.3.1 Distribuicdo Geografica

A mosca C. hominivorax é nativa das Américas (LELLO et al., 1982; MOYA-BORJA,
2003) e é endémica na maioria das regides do Brasil (MADEIRA et al., 1998). Embora seja
encontrada em regides com clima tropical e subtropical, a mosca também se desenvolve em em
locais de clima temperado, quando as condi¢fes climaticas sdo favoraveis (STUART et al.,
1995). Historicamente, sua distribuicdo estendia-se desde a regido central e sul dos Estados
Unidos da América até o México, América Central, Caribe e América do Sul (HALL, 1991).

Como resultado de 45 anos de estudos sobre a biologia de C. hominivorax e participacdo
ativa dos pecuaristas, a supressao e erradicacdo foram alcancadas nos Estados Unidos, no
México, em Belize, na Guatemala, em Honduras, em El Salvador, na Nicaragua, na Costa Rica,
no norte do Canal do Panam4, em algumas ilhas do Caribe e da Libia e no norte da Africa,
utilizando insetos estéreis, por meio da técnica de esterilizacdo dos machos com radiacdo gama
(VARGAS-TERAN et al., 2005). Atualmente, uma instalagio de biosseguranca para criacio
em massa, esterilizacdo e dispersdo de bicheiras é mantida no Panama para evitar a reintroducao
na Colémbia (CONCHA et al., 2016). A distribuicdo atual desta espécie compreende o Caribe
e a América do Sul, exceto Chile (FRESIA et al., 2011).
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Figura 1. Distribuicdo geografica de Chrysomya bezziana (vermelho) e Cochliomyia hominivorax (laranja). Fonte:
Boletim de Doencas de Animais Ex6ticos — n° 109.



Entretanto, o Brasil, e outros paises da América do Sul, continuam sendo os locais mais
acometidos por essa parasitose, levando a sérios prejuizos no (GRISI et al.,, 2002). A
distribuicdo e quantidade de animais de producdo e das populacfes de animais silvestres, as
praticas de manejo, 0 movimento comercial de animais, a densidade de populacdo humana, as
condicBes socioeconémicas, 0s servigos publicos de saude, a geografia e os fatores climaticos
ditam a gravidade das infestagdes e a magnitude do problema econémico (VARGAS-TERAN
etal., 2005; ROBINSON et al., 2009). No entanto, entre essas variaveis, as condi¢fes climaticas
constituem o principal fator de influéncia na epidemiologia de C. hominivorax (RAHN;
BARGER, 1973; VARGAS-TERAN et al., 2005).

A ocorréncia de miiases pode estar relacionada a dois fatores que influenciam
diretamente a distribuicdo dos casos no territorio brasileiro. A maioria das ocorréncias esta
localizada nas regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste, este fato esta correlacionado a um rebanho
bovino maior nessas regides, representando 66% e 78% da populagéo bovina nacional em 1980
e 2010, respectivamente (IBGE, 2018) e a um maior numero de artigos cientificos na area de
ciéncias agrarias provenientes dessas regides. Portanto, sdo necessarios mais estudos para a
determinacdo da distribuicdo mais completa desta praga, principalmente em regides onde as
informacdes sdo escassas ou simplesmente inexistentes. A auséncia de confirmacao da espécie,
como observado em diversos relatos, também limita os estudos epidemioldgicos (COSTA-
JUNIOR et al. 2019).

2.3.2 Ciclo Biologico

As moscas sdo insetos holometabdlicos e passam pelo processo de metamorfose
completa. Durante seu desenvolvimento, passam por varios instares, que diferem a forma adulta
alada, tanto na aparéncia como no comportamento, inclusive em relacdo ao seu habitat. O
controle da metamorfose e ecdise é hormonal, realizado por glandulas que produzem os
horménios e os langcam diretamente na hemolinfa. Existem trés tipos principais de hormdnios
envolvidos nesse processo: hormonio do cérebro, que comanda as células secretoras e o
corpus cardiacus; o ecdisonio, que controla a ecdise; e o neotenim, o horménio juvenil, que
impede a transformacgédo antecipada, mantendo as caracteristicas larvais, ja que uma mudanca
para a fase adulta, fora do periodo correto, originaria um adulto precoce, incapaz de se alimentar
e se reproduzir (TRIPLEHORN; JOHNSON, 2005).

A mosca C. hominivorax, é ovipara e, apds a cOpula, realiza a postura em massas
compactas, com média de duzentos a trezentos ovos nas bordas de ferimentos da pele ou em

mucosas de mamiferos de sangue quente. As larvas, com ajuda das enzimas proteoliticas
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contidas na saliva, alimentam-se de fluidos corporais e de tecido muscular do hospedeiro, ficam
agregadas e com as pegas bucais voltadas para o interior da ferida, mantendo os espiraculos
respiratorios voltados para o exterior. Estas lesdes liberam um odor desagradavel, que serve
para atrair mais moscas, que fazem postura de mais ovos e outras espécies como Phaenicia
spp., Lucilia spp. e Cochliomyia macellaria, que normalmente se proliferam em carcagas, mas
podem crescer em animais vivos, originando miiases cutaneas secundéarias (OLIVEIRA et al.,
1982).

O periodo de incubacgéo dos ovos varia entre 11 e 21 horas. Apos a eclosdo dos ovos as
larvas penetram no tecido e iniciam o periodo parasitario. As larvas alimentam-se no hospedeiro
por aproximadamente sete dias, e, durante esse periodo, crescem e sofrem mais duas mudas,
para larva de segundo e terceiro estadio (L2 e L3). Em laboratorio o periodo de L1 e L2 é de
24 horas, e de L3 entre quatro e cinco dias. O desenvolvimento de todos os estagios larvais se
dé entre 4 e 8 dias, quando as larvas se desprendem do hospedeiro para a pupacao. A L3 madura
abandona a ferida e cai no solo, onde se enterra e se transforma em pupa, e esta, apds um periodo
de pupacdo, dara origem a mosca, reiniciando o ciclo.

Entre o Gltimo instar larval e o adulto ocorre um periodo de transicdo denominado de
pré-pupa e, no final, acontece a formacédo das pupas. As larvas alteram seu comportamento,
contraindo o volume corporal e parando de se alimentar. O tegumento escurece e torna-se mais
vincado e, a0 mesmo tempo, ocorrem profundas transformacgdes internas (CARVALHO,
1986). Antes da total imobilidade, as larvas procuram um substrato mais seco e protegido para
pupacdo, enterrando-se no solo por um periodo de aproximadamente uma semana, durante a
qual respiram intensamente. Ap6s esse periodo, as pré-pupas imobilizam-se e sofrem as
transformacfes metamdrficas que conduzem a formacgdo da pupa coarctada, ja que ficam
encerradas no involucro endurecido constituido pela exdvia larvar, o pupario em forma de
barril, o qual vai se tornando mais escuro a medida que o processo de queima fendlica avanca
(COSTA et al., 2004; MARCONDES, 2001).

Ap0s cinco ou seis dias, os adultos emergem do pupario por um opérculo circular com
0 auxilio do ptilineo, uma bolsa localizada acima da regido onde sdo implantadas as antenas,
gue apos a emergéncia se retrai e forma a fissura ptilineal, em formato de U invertido
(MARCONDES, 2001). Em condices 6timas de temperatura e umidade do ar, o ciclo
evolutivo total se completa em até 23 dias (MACHADO; RODRIGUES, 2002). Em condicdes
favoraveis, normalmente na época de temperaturas mais elevadas, a fase de pupa ocorre em

cerca de sete dias, enquanto nas épocas mais frias este periodo pode se estender por até dois



meses. O periodo de pupa varia de acordo com as condi¢des ambientais (principalmente
temperatura e umidade). O desenvolvimento é fortemente influenciado pelas condicGes
climaticas do ambiente, sendo mais lento sob baixas temperaturas, mas ndo foi registrada a
ocorréncia de diapausa (HALL, 1991). Geralmente, sob condicdes étimas, o ciclo de vida pode
se completar em menos de trés semanas (VARGAS-TERAN et al., 2005).

Apobs emergirem, copulam no terceiro a quarto dia e, no sétimo dia de vida, podem
realizar a primeira postura (LAAKE et al., 1936 apud CRYSTAL, 1967a). Machos e fémeas
adultas tém habito diurno e podem voar mais de quarenta quilémetros de distancia, sobreviver,
em média, quatro semanas, sob temperatura de 25 °C e 70% de umidade relativa do ar (LEITE,
2004). Entre 0 2° e 3° dia apds a emergéncia inicia-se o periodo copula, entretanto, fémeas
expostas a baixas temperaturas, iguais ou abaixo de 10 °C, morrem antes de copular. Os machos
encontram-se aptos a copular entre 0 4° e 6° dia da fase adulta (GUIMARAES et al, 1983).

A parte mais importante do ciclo de C. hominivorax, que requer identificacdo, é a fase
larval. Para realizar a identificacdo dos diferentes estadios larvais € necessario extrair as larvas
da parte mais profunda da ferida infestada, evitando assim que sejam coletados os parasitos
facultativos, como larvas de C. macellaria, que sdo superficialmente muito similares as larvas
de C. hominivorax e podem eventualmente colonizar as partes rasas da ferida (GUIMARAES
et al., 1983).

2.4 Impactos Econémicos relacionados a Miiase

As miiases podem causar enorme perda na qualidade do couro, devido a quantidade
elevada de lesdes na pele, causando depreciacdo da aparéncia, necessitando de um acabamento
mais cuidadoso e especializado, elevando o custo unitéario e total do couro (GUGLIELMONE,
2000; SILVA; DE LA RUE, 2002). Mesmo pequenas infestacdes de larvas podem ocasionar
prejuizos a producdo por conta dos danos causados a saude dos animais, principalmente quando
estdo subnutridos ou estressados, sob condig¢des inadequadas de manejo (GOMES et al., 1998;
SANTOS et al., 2002).

As perdas econdmicas causadas pelas miiases, associadas aquelas ocasionadas por
ectoparasitos e endoparasitas, sdo fatores limitantes para a pecuéaria Brasileira (CARVALHO
et al., 2009). Os gastos gerados pela C. hominivorax na pecudria brasileira sdo de R$ 336, 62
milhdes/ano (GRISI et al., 2014). As principais perdas estdo relacionadas a mortalidade em
bezerros recém-nascidos, redu¢do na qualidade do couro e na produgdo de leite e carne
(CARVALHO et al., 2009). Além das perdas econémicas, as miiases prejudicam também o

bem-estar animal, pois, por menor que seja a infestacédo, atrapalham seus habitos, incluindo sua
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alimentacdo e descanso. Desta forma, a miiase é considerada uma praga, principalmente em
criagdes de bovinos, ovinos, caprinos e suinos (VARGAS-TERAN; HOFMANN; TWEDDLE,
2005).

Na pecuaria, um inseto s6 é considerado praga quando sua populacdo aumenta até causar
um nivel particular de dano, conhecido como "limiar de dano econdmico". Quando este limiar
é atingido, as medidas de controle (ou manejo) devem ser acionadas. C. hominivorax é
classificada como praga constante porque esta sempre presente na criacdao de animais, causando
danos econémicos todos os anos, ja que sua densidade populacional varia pouco de um ano
para outro. M. domestica, L. cuprina e C. megacephala sdo consideradas pragas ocasionais por
apresentarem baixa densidade populacional, porém, em condi¢cdes ambientais favoraveis,
podem aumentar suas populacdes rapidamente (ZUCCHI et al., 1999; CARVALHO et al.,
2003).

A coexisténcia de cées e animais de fazenda como bois, cavalos, ovelhas e porcos em
areas rurais ou florestais, criam as condices ideais para a proliferacdo de moscas (CRAMER-
RIBEIRO et al., 2002). Com o decréscimo do numero de estdbulos em areas urbanas,
acreditava-se gque a abundancia destes insetos diminuiria, porém, o aumento populacional
humano, acaba proporcionando condi¢fes adequadas para o desenvolvimento das moscas, seja
no lixo doméstico diario ou no corpo e nas fezes dos animais de estimacdo e de carga, que
servem de substratos para a criacdo de suas larvas (D’ALMEIDA, 1994; OLIVEIRA et al.,
2002; OLIVEIRA et al., 2006).

2.5 Controle

O controle quimico consiste na utilizacdo de substancias quimicas, as quais se dd o nome
de inseticidas. A pratica de utilizar substancias quimicas, para a eliminacdo dos insetos, é
antiga; em um papiro egipcio de 1500 a.C. j& se encontram formulas para repelir ou matar
vespas, pulgas e piolhos (MACHADO, 1987). Os inseticidas quimicos convencionais usados
no controle de vetores podem ser classificados em quatro classes de acordo com a natureza
quimica: organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides, todos atuando de alguma
forma no sistema nervoso do inseto (LARA; BATISTA 2002).

O controle quimico continua sendo uma das principais estratégias de combate de
vetores, embora sempre acompanhado do problema da contaminacdo ambiental e residuos nos
produtos pecuarios (carne e leite), sem considerar os fatores de resisténcia crescentes. A
situacdo se torna critica devido ao aumento da resisténcia dos vetores aos inseticidas utilizados,

associada a baixa quantidade de formulagcdes de inseticidas novos, desenvolvidos e
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comercializados para o controle (PAUL et al., 2006).

De acordo com Fontoura (2008), o uso de inseticidas alternativos para o controle de
insetos, como toxinas de bactérias entomopatogénicas e reguladores do crescimento de insetos
(IGR — Insect Growth Regulators), é urgente e surgem como uma ferramenta para o controle de
vetores, em particular os de importancia médica. Nas deécadas de 1970 e 1980, foram
desenvolvidas drogas especificas para o controle de larvas de dipteros. Substancias como o
metopreno, um regulador de crescimento, ou inibidores da sintese de quitina, como o
diflubenzuron, ndo afetam o desenvolvimento das larvas de besouros e de outros inimigos
naturais das moscas, que atuam na desintegracao e incorpora¢do do bolo fecal ao solo, porém,
0 uso de larvicidas nas ragdes pode causar 0 aumento da resisténcia ao produto, pelas larvas das

moscas presentes no esterco (WRI, 2000).

2.5.1 Técnica do Inseto Estéril

Segundo a International Plant Protection Convention (FAO, 2005), a Técnica do Inseto
Estéril (TIE) foi definida como um “método de controle de pragas usando liberagdes
inundativas de insetos estéreis em area-ampla visando reduzir a fertilidade de uma populagédo
selvagem da mesma espécie”. A0 transferir esperma com mutagOes letais dominantes
(induzidas tradicionalmente por radiacGes ionizantes) para as fémeas selvagens, a geracdo
seguinte € inviabilizada. Basicamente, pode-se dizer que a TIE é composta de 3 etapas:
producdo em massa daespécie-alvo, esterilizacdo dos insetos, e liberacdo no campo. A TIE nédo
funciona quando as linhagens do inseto estéril e do selvagem sdo incompativeis sexualmente
(DYCK et al., 2005a).

Visando explorar essa potencial limitacdo, iniciaram-se diversos estudos buscando
verificar o grau de variabilidade inter e intra-populacional de C. hominivorax de diferentes
localizagOes geogréaficas. Na VVenezuela, populacdes de laboratério foram estabelecidas (IAEA,
2004b). Pesquisas preliminares com “isozyme loci” evindeciaram que C. hominivorax deve
formar uma Unica populacéo panmitica nas Américas (AZEREDO-ESPIN, 1993; KRAFSUR,;
LESSINGER; AZEREDO-ESPIN, 2000; TAYLOR; PETERSON II, 1994; TAYLOR et al.,
1996a; WHITTEN, 1993).

Infante-Malaquias et al. (1999) sugeriram que a América do Sul pode ser, na verdade, o
centro de origem da espécie. Através de marcadores moleculares como mtDNA e microsatélites,
foram encontradas pequenas diferencas entre popula¢ées no Uruguai e no Brasil (LYRA et al.,
2005; IAEA, 2006; TORRES et al., 2007). Entretanto, ainda existe a necessidade de trabalhos
que investiguem os resultados dos cruzamentos entre essas populagdes em laboratorio e no
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campo. A incompatibilidade entre a linhagem esteéril e a selvagem de C. hominivorax também
ja foi constatada, com os machos selvagens rejeitando as fémeas estéreis (IAEA, 2006).

Para que um programa de manejo integrado de pragas em area-ampla integrando a TIE
tenha sucesso, existem varios pré-requisitos técnicos e gerenciais. Os requisitos técnicos
incluem: disponibilidade de informacgGes precisas e atualizadas para o desenvolvimento de uma
estratégia apropriada, compatibilidade e competitividade adequadas entre a linhagem usada e
0s insetos selvagens da populacao-alvo, alta qualidade dos insetos estéreis liberados e um forte
e continuo sistema de monitoramento (MASTRANGELO, 2011).

2.6 Reguladores de Crescimento de Insetos

Os IGR surgiram na década de 1970 como produtos que poderiam substituir os
inseticidas convencionais (MARTINS; SILVA, 2004). Sao considerados a terceira geragdo de
inseticidas (apds os inorganicos e 0s organicos sintéticos)(CASIDA; QUISTAD 1998).

Diferente do observado com os inseticidas quimicos convencionais, os IGR atuam
seletivamente no desenvolvimento, metamorfose e reproducdo dos insetos-alvo, ao invés de
promoverem intoxicacdo direta (HOFFMANN; LORENZ 1998; MARTINS; SILVA 2004). Os
IGR ndo sdo necessariamente toxicos aos insetos-alvo; ao inves disso, causam anormalidades
que os impedem de sobreviver ou alcancar o estagio adulto (TUNAZ; UYGUN 2004).
Apresentam grande atividade sobre os estagios imaturos de mosquitos e outros insetos
interferindo no seu desenvolvimento e, com isto, reduzindo a emergéncia de adultos viaveis
(“inibigdo da emergéncia”, ou IE).

Grande parte dos IGR sao eficazes contra os vetores, incluindo aqueles que apresentam
resisténcia aos inseticidas convencionais, devido ao seu mecanismo de acdo ser distinto
(SILVA; MENDES 2002; THAVARA et al., 2007). Os IGR podem ser divididos em trés tipos,
dependendo do seu modo de acdo: os analogos e antagonistas de hormonio juvenil; analogos e
antagonistas de ecdisona; e inibidores de sintese de quitina (GRAF, 1993; HOFFMANN,
LORENZ 1998; KOSTYUKPVSKY; TROSTANETSKY, 2006). Um ponto positivo dos IGR
é sua baixa toxicidade aos mamiferos e degradacdo rapida no ambiente (KOSTYKOVISKY;
TROSTANETSKY, 2006).

2.6.1 Inibidores de sintese de quitina

A quitina é o segundo polimero biolégico mais abundante, depois da celulose. E o
principal componente da cuticula que reveste externamente o corpo dos insetos. Também esta

presente em alguns tecidos como no papo, intestino anterior e posterior, formando uma camada
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cuticular que os reveste internamente (TELLAM et al., 2000). E também parte da matriz
peritréfica, que funciona como uma barreira entre o bolo alimentar e o epitélio do intestino
médio (MERZENDORF; ZIMOCH, 2003). Outras estruturas do corpo dos insetos também tém
quitina, como as traqueias, que apresentam um tubo cuticular (intima) revestindo seu interior
(TELLAM et al., 2000).

A quitina fornece ao exoesqueleto suporte mecanico e estrutural, funcionando como
uma barreira de protecdo contra as agressdes ambientais. Devido a rigidez de seu exoesqueleto
0s insetos, para crescer, necessitam realizar mudas periddicas (BOGWITZ, 2005). Para
produzir um novo exoesqueleto, sdo necessarias varias etapas que envolvem degradacdo da
cuticula antiga, sintese dos componentes da nova cuticula ¢ “montagem” da nova cuticula. No
entanto, os processos de producdo, transporte e deposicdo da quitina que compora o
exoesqueleto envolvem complexas transformacbes bioquimicas e biofisicas, intra e
extracelulares, que na sua maioria permanecem ndo entendidas (COHEN, 2001;
MENZERDORF, 2005).

A auséncia de quitina nos vertebrados faz com que os inibidores de sintese de quitina
(ISQ) possam ser usados como uma ferramenta especifica para o controle de insetos e fungos.
Os 1SQ podem ser diferenciados em dois grandes grupos: os peptidil-nucleosideos, que atuam
sobre fungos, e as benzoilfenilureias (BPU), que possuem grande agéo sobre insetos (COHEN,
2001; MERZENDORF; ZIMOCH 2003). Diversas substancias sao capazes de inibir a sintese
de quitina em insetos; no entanto, a maior parte dos ISQ usados no controle de insetos
pertencem ao grupo das benzoil-fenil-uréias (MERZEDORF 2005; MERZENDORF; ZIMOCH
2003), sendo o diflubenzuron o primeiro composto desse grupo comercializado como inseticida
(TUNAZ; UYGUN, 2004).

Por interferir no metabolismo da quitina, que é crucial para o crescimento dos insetos,
as benzoilfenilureias provocam alteraces na formacdo da cuticula durante o desenvolvimento,
podendo causar muda abortiva. Alteragdes em outras estruturas que possuem quitina na sua
composicdo, como a matriz peritréfica, também podem ser observadas (MERZENDORF,
2005). Além dos efeitos sobre as larvas, pode ocorrer inibi¢do da pupacéo e os adultos derivados
de larvas sobreviventes de doses subletais podem ter varias alteragcGes na sua morfologia e
fisiologia.

As BPUs possuem efeito pronunciado sobre larvas, que ndo conseguem sobreviver a
muda devido a malformagdes da nova cuticula (GRAF, 1993). A acdo desses ISQ ja foi

comprovada sobre varios insetos. Charmillot et al. (2001) empregaram diflumuron,
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hexaflumuron e triflubenzuron sobre Cydia pomonella e concluiram que essas substancias

possuem grande potencial larvicida e ovicida.

2.6.1.1 Novaluron

O novaluron é um novo ISQ utilizado na agricultura, exibindo grande eficacia contra
larvas de Coleoptera, Homoptera e Lepidoptera, consideradas pragas de colheita (MULLA et
al., 2003a). Esse ISQ é pouco tdxico aos mamiferos e ndo tdxico para aves, vermes do solo e
microflora (OMS, 2003). Apesar de o novaluron ter sido, por vezes, considerado toXico aos
invertebrados aquaticos, sua baixa persisténcia do produto em sistemas aquaticos indica que
ndo ha exposicao crbnica significativa e que os riscos a longo prazo aos crustaceos devem ser
considerados aceitaveis (OMS, 2003).

Em um estudo de eficécia, realizado em bovinos no Brasil, a concentracédo de novaluron
no plasma sanguineo ap6s um Unico tratamento topico (pour-on) na dose de 2,5 ou 5,0 mg/kg
resultou em niveis maximos de 378 e 396 ng/mL, respectivamente. Durante 42 dias para o
primeiro tratamento e 28 dias para 0 segundo, a concentracdo plasmatica do farmaco
permaneceu acima de 100 ng (SOUZA, 2009).

Os dados do estudo de Souza (2009) sugerem que o novaluron administrado
topicamente em bovinos é progressivamente absorvido no sangue durante os primeiros dias
apos o tratamento, sendo ingerido por carrapatos e larvas de carrapatos, semelhante ao que foi
relatado para o fluazuron em bovinos. N&o foram realizados estudos em bovinos para investigar
0 armazenamento do novaluron no organismo dos animais tratados. No entanto, em estudos
realizados em cdes e gatos, ap6s administracdo topica, foi observado que o Novaluron pode ser
armazenado em tecidos como gordura corporal e couro (JUNQUERA et al., 2019).

O estudo de Cetim (2009) mostrou que o uso de Novaluron como inibidor da sintese de
quitina de Musca domestica proporcionou um bom controle das larvas dessa espécie, reduzindo
de forma significativa a emergéncia de adultos. No estudo, foram utilizadas diferentes
concentragOes do produto e o Novaluron causou mais de 80% de mortalidade larval em doses
de 10 e 20 mg a.i./kg. Esse 1SQ age por ingestdo, como ja foi verificado em larvas das espécies
Spodoptera littoralis e Helicoverpa armigera, e por contato sobre Bemisia tabaci e
Trialeurodes vaporariorum (ISHAAYA et al 1996; 1998). Esse inseticida mostrou eficacia
igual ou superior a outros IGRs quando utilizados para controle de mosquitos nos EUA, como
diflubenzuron e piriproxifen (MULLA et al., 2003a).

Com base na revisdo de literatura exposta, o presente estudo buscou avaliar a atividade

in vitro do Novaluron sobre as formas imaturas do C. hominivorax, interrompendo o
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desenvolvimento do ciclo bioldgico e determinando sua efic&cia na inibigdo e as concentraces
letais. Essa pesquisa visa contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias de controle
dessa espécie de mosca, principalmente das formas imaturas, visando a reducao dos prejuizos

econdmicos e dos impactos na saude e bem-estar dos animais afetados pelas miiases.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Obtencao das larvas de Cochliomyia hominivorax

Para o desenvolvimento da pesquisa in vitro, foram utilizadas larvas de C. hominivorax
provenientes da col6nia estabelecida no Laboratério de Quimioterapia Experimental em
Parasitologia Veterinaria (LQEPV), da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Para obtencao das larvas de primeiro instar foi fornecido um substrato de oviposicéo
para gaiolas com fémeas aptas a postura. O substrato de oviposi¢do € composto de 20 g de carne
moida disposta nas laterais de uma placa de Petri de plastico (10 cm x 10 cm x 2 cm) umedecida
com sangue bovino com anticoagulante aquecido a temperatura de 35 °C. O sangue bovino
utilizado nos substratos da col6nia foi proveniente do excedente utilizado na preparacdo de
substrato larval da col6nia de pulgas.

Foi colocado sobre o meio, um pedaco retangular de papel filtro para evitar que a poca
de sangue causasse a morte das moscas. O substrato de oviposicéo foi transferido para gaiolas
e, em um intervalo maximo de 24h, as posturas foram retiradas. Os ovos e/ou larvas, quando
presentes, foram removidos do substrato com auxilio de uma pinga e submetidas diretamente a
dieta larval, em recipiente de polipropileno, com tampa telada e armazenados na B.O.D., em
temperatura a 32°C (MASTRANGELO; BEZERRA; FERNANDES, 2014).

A formulacdo da dieta larval foi feita de acordo com o protocolo de Mastrangelo (2014)
adaptado, devido as suas vantagens em comparagdo aos outros tipos de dieta, como: baixo
custo, alta viabilidade larval e maior tempo de demanda nutricional das larvas, além de eliminar
menos odores.

Para obtencdo das larvas de terceiro instar (pré-pupas), material incubado em B.O.D.
necessitou ser observado a cada 24 horas, adicionando maior quantidade de meio larval de
acordo com a necessidade das larvas. Apds 48 horas de incubacdo, de acordo com a presenca e
atividade de L3, o recipiente foi acondicionado em outro reservatorio com vermiculita para
possibilitar a migracdo e aprofundamento das larvas para consequente evolugéo para fase de
pupa (TRAVIS; KNIPLING; BRODY, 1940).

3.2 Avaliagdo in vitro da Atividade do Novaluron sobre Larvas de 1° instar de Cochliomyia
hominivorax

A principio foram confeccionados recipientes para o0 meio larval, onde as larvas foram
incubadas. Foram utilizadas 33 tampas com um furo de aproximadamente 2 cm de didmetro e

tecido voile colados com cola quente, para seus respectivos potes de 145 ml de polipropileno.
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Os potes foram identificados e divididos em triplicatas, denominadas R1, R2, R3, para cada um
dos grupos experimentais.

As formulacdes feitas a partir do Novaluron foram elaboradas com base nos estudos de
Fontoura (2008) e Cetim (2009), realizados em dipteros. As concentracdes utilizadas foram
0,0001ppm, 0,001ppm, 0,005ppm, 0,01ppm, 0,03ppm, 0,05ppm, 0,07ppm, 0,09ppm, 0,1ppm.
Um grupo controle foi preparado somente com o meio larval e um grupo placebo com o meio
larval acrescido do diluente utilizado na formulacdo do produto, preparado com acetona a 16%,
acrescida de duas gotas de polissorbato 80 (Tween 80).

As solucdes, preparadas no laboratério de farmacometria do LQEPV, necessitaram de
trés preparos para alcancar as concentragdes finais desejadas no meio larval. A solugdo mae
(SM), continha apenas Novaluron e acetona na proporcao de 1:1, a solucédo estoque 1 (SE1) foi
preparada a partir da SM, com acetona a 16%, agua e 2 gotas de Tween 80. Ja a solucgéo estoque
2 (SE>) foi preparada a partir da SE1, com acetona a 16%, 2 gotas de Tween 80 e &gua. Para as
concentrag¢fes 0,0001ppm e 0,001ppm foram pipetadas aliquotas da SE» e para as demais foi
utilizado a SE.

Com base na metodologia proposta por Medeiros (2018) adaptada, 20mL da fase liquida
do meio larval foi transferida para os recipientes de 145mL. As aliquotas foram retiradas
proporcionalmente em relagdo as adi¢Bes das dilui¢cbes de cada concentracdo, respeitando o
volume final de 20mL. Para as concentra¢des de 0,0001ppm, 0,001ppm, 0,005ppm, 0,01ppm,
0,03ppm, 0,05ppm, 0,07ppm, 0,09ppm, 0,1ppm foram retiradas 0,4mL, 0,360mL, 0,280mL,
0,20mL, 0,120mL, 0,040mL, 0,020mL, 0,20mL e 0,02mL respectivamente e, posteriormente,
foram acrescidas as mesmas quantidades em mililitros da solucdo contendo o ativo. Apés a
adicdo das solucbes, os recipientes foram agitados manualmente. Na sequéncia, foram
adicionados 0,69 de ecogel (FORTH GEL®) em cada recipiente, sendo homogeneizados com
uma espatula de madeira, até a total incorporacdo, para solidificar o meio.

Foram adicionadas sobre 0 meio 10 espécimes L1 de C. hominivorax, provenientes da
colénia do laboratério, recuperadas sobre a dieta larval com auxilio de pincel n° O,
acondicionadas nos potes mantidos na B.O.D. a 35 °C e 80% de umidade. Para cada grupo
experimental foi utilizado uma aliquota do meio larval (com as larvas recuperadas e em
incubacdo do estudo) e um pincel, com o intuito de evitar contaminacdo por contato entre
grupos de concentracdes diferentes. A ordem de incubacdo foi iniciada pelo grupo controle,

seguido do grupo placebo e das concentragcdes 0,0001ppm, 0,001ppm, 0,005ppm, 0,01ppm,
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0,03ppm, 0,05ppm, 0,07ppm, 0,09ppm e 0,1ppm de Novaluron. Apds a incubagdo o conjunto
foi mantido na B.O.D. a 35 °C e 80% de umidade (MASTRANGELO, 2014).

Os espécimes foram avaliados ap6s a incubacdo de 48 e 72 horas. Considerando o
comportamento biontofago das larvas, durante a observacdo em 48 horas, foi adicionado 50%
(10 g) do volume inicial de meio larval sem adicdo de Novaluron em todas as réplicas, para
favorecer seu desenvolvimento. Apds 72h de incubacéo, foi feita a transferéncia do recipiente
de 145 mL sem tampa para dentro de um pote de polipropileno de 500 mL, contendo 10 g de
vermiculita dispostos no fundo de cada pote. Na tampa do pote maior foram feitos trés orificios
de aproximadamente dois cm de didmetro devidamente telados com tecido voile, para favorecer
0 processo de pupagéo.

Os conjuntos de potes de 500 mL com os recipientes de larvas do estudo foram
devidamente identificados e acondicionados na B.O.D. conforme mostra a Figura 2. Foram
realizadas observaces nos dias 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11 e 14 ap6s a incubagdo, para o
acompanhamento do ciclo biol6gico. No 3° dia apds a incubacdo, a temperatura e a umidade da
B.O.D. foram alteradas para 32 °C e 60% de umidade, de acordo com as necessidades da fase
do ciclo bioldgico em questdo (FAO, 1990).

No 5° dia de incubagéo, os recipientes de 145 mL com meio larval foram retirados de
dentro do pote de 500 ml. Nesse momento, foi realizada a catacdo das pupas com auxilio de
pinca para procedimentos ultrassensiveis e pesagem de todas as repeticdes dos grupos
experimentais no 7° dia apds a incubacdo. A pesagem foi realizada em pool das amostras, ou
seja, todas as pupas recuperadas em cada repeticdo foram pesadas juntas, com a utilizacdo de

uma balanca de alta preciséo.
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Figura 2. Desenho experimental com L1. A - Adicdo do Ecogel ao meio larval ap6s a impregnacdo com novaluron;
B - Homogeneizagdo com espatula de madeira; C - Incubacédo de larvas de primeiro instar (L1,) de Cochliomyia
hominivorax no meio larval; D - Recipientes ap0s serem passados para vermiculita e mantidos em cdmara
climatizada. Fonte: Arquivo pessoal, 2021.
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3.3 Avaliacgéo in vitro da Atividade do Novaluron sobre Larvas de 3° instar de Cochliomyia
hominivorax

Para essa etapa, foram utilizadas placas de Petri (60mm x 15mm) e papel filtro
impregnado, segundo a metodologia empregada por Chaaban (2008) adaptada. As faixas de
concentracdo utilizadas para pré-pupas, foram maiores comparadas as das larvas de primeiro
instar, sendo elas 5ppm, 10ppm, 25ppm, 50 ppm, 75 ppm, 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm, 250
ppm, 500 ppm e 1000 ppm, totalizando 11 concentragOes. Foi utilizado um grupo controle,
contendo somente o disco de papel filtro, e um grupo placebo, contendo o disco de papel filtro
acrescido do diluente utilizado na formulacao das solugdes (acetona PA).

Foram convencionadas dez réplicas para cada concentracdo (R1 a R10). Os discos de
papel filtro e as placas de Petri (60mm x 15mm) foram devidamente identificadas. Apos a
identificagdo os discos de papel filtro foram dispostos sobre retangulos de papel laminado para
impregnacdo. O volume de impregnacdo foi 0 mesmo para todas as replicas e concentracdes
foram de 470uL. As larvas foram transferidas para o papel filtro depois de 30min apo6s a
impregnacéo, para evaporacao da acetona e secagem do papel filtro.

As solugdes foram produzidas no setor de Farmacometria do LQEPV/ UFRRJ, em duas
concentragOes diferentes (SE: e SE>), diluidas em acetona e homogeneizadas por um minuto no
ultrassom. Para cada réplica utilizou-se 10 larvas, provenientes da colonia de C. hominivorax
do LQEPV, que abandonaram o meio larval espontaneamente ap6s 24 horas, aproximadamente,
localizadas na vermiculita. A vermiculita, com as larvas, foi disposta em uma bandeja plastica
para facilitar a visualizacéo e apreensdo das larvas com pin¢a entomoldgica para procedimentos

ultrassensiveis (Figura 3).
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Figura 3. Desenho experimental com L3. A - Impregnagéo do papel filtro sobre papel laminado; B - Larvas de
terceiro instar de Cochliomyia hominivorax abandonando espontaneamente o substrato; C - Coleta das pré-pupas
com pinga entomoldgica ultrassensivel. Fonte: Arquivo pessoal, 2021.

Apo6s a incubacdo das larvas, as placas foram fechadas com auxilio de elasticos,
organizadas em conjuntos de cinco placas cada, e acondicionadas na B.O.D. a 27°C e 60% de
umidade (CHAABAN, 2008). Apos 24 e 48 horas, foram realizadas observacdes apos a
incubacéo, para a verificagdo da viabilidade das larvas. No 5° dia, as pupas recuperadas foram
pesadas por réplica e, no 6° dia, foram transferidas para gaiolas experimentais adaptadas. As
gaiolas foram confeccionadas com caixas organizadoras, com capacidade de cinco litros (19cm
x 19cm x 12,5cm). Onze dias apos a incubacdo, foi quantificada a emergéncia de moscas adultas
por réplica de cada concentracdo. Para a avaliagdo da eficacia do Novaluron na reproducéo das

moscas, foi ofertado meio de oviposicao para estes espécimes, como descrito no item 3.1.

3.4 Analise dos Dados

Os dados obtidos nos ensaios com larvas de 1° instar e de 3° instar de Cochliomyia
hominivorax foram submetidos a transformacéo logaritmica (log 10), seguida pela analise de
variancia de um critério (ANOVA) e teste t (“LSD - Low significance difference”). O nivel de
significancia foi de 95% (p < 0,05). O software, utilizado para as anélises, foi o Bioestat 5.3
(AYRES et al. 2003). Os dados foram analisados em relacéo a atividade larvicida do Novaluron,

a atividade na inibicdo do desenvolvimento de larva a pupa e da larva em adulto.
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Para todos os parametros, foi calculada a eficicia (percentual de inibicdo do
desenvolvimento) utilizando a formula de Abbott (1925) representada por: [(nGmero médio de
individuos vivos do controle — nimero médio de individuos vivos do tratado)/ndmero de
individuos do controle)] x 100. Os dados foram submetidos a analise de PROBIT para obtencéo
das concentracBes letais para L1 e L3 de C. hominivorax, com auxilio do programa
computacional RStudio © 2009-2019 Versdao 1.2.1335 Inc., pacote “Ecotoxicology”
(CARVALHO et al., 2017).

Além da analise quantitativa dos dados, foi realizada uma analise descritiva das
alteracOes observadas. Os pardmetros utilizados foram motilidade (movimentagcdo no meio

larval para larvas de 1° instar), tamanho e aspectos morfoldgicos das pupas recuperadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Atividade do Novaluron sobre larvas de 1° instar de Cochliomyia hominivorx
Em relacdo as observacdes relacionadas aos aspectos morfoldgicos e ao ciclo evolutivo

de C. hominivorax, foram considerados trés padrdes macroscopicos, de acordo com a tabela 1.

Tabela 1. Padr6es macroscopicos para avaliagdo da atividade do Novaluron em L1 da espécie Cochliomyia
hominivorax, obtidas da colénia do LQEPV.

Atividade das larvas

Larvas vivas com atividade normal
Larvas vivas com atividade reduzida

Larvas sem atividade (Mortas)

O tamanho e a atividade das larvas foram comparados com o controle e o padrdo da
col6nia mantida no LQEPV, que geralmente tem um comportamento larval com movimentacéo
no meio e nas paredes do recipiente e, quando estdo paradas, apresentam um padrdo de se
agregar. Foram evitadas manipulacfes excessivas para evitar a morte dos espécimes, para ndo
interferir nos resultados do estudo.

Na primeira observacao, apos 48 horas do inicio do experimento, quando foi adicionada
50% da dieta nas réplicas experimentais, as larvas apresentaram nas concentragcdes abaixo de
0,05 ppm (0,0001 ppm, 0,001ppm, 0,005ppm, 0,01ppm, 0,03ppm) tamanho compativel com
larvas de segundo instar e atividade normais. A partir de 0,05ppm, foram observadas mudancas
no padrdo das larvas. Nas concentrac6es de 0,05ppm, 0,07ppm, 0,09 ppm e 0,1ppm, algumas
larvas estavam sem atividade e apresentando tamanhos menores, ndo compativeis com larvas
de segundo instar. Na Figura 4, as concentrac6es de 0,07 ppm e 0,09 ppm apresentavam larvas

mortas.

Figura 4. Larvas de Cochliomyia hominivorax em meio larval impregnado por Novaluron nas concentragdes de
0,09 ppm (A) e 0,1ppm (B).
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Apo6s 72h de incubacgdo as larvas foram transferidas para vermiculita (substrato que
mimetiza o solo, facilitando o processo de pupacéo das larvas). Nesse momento foi realizada
uma segunda analise qualitativa das larvas, que mantiveram os padrfes descritos na primeira
avaliacdo. As larvas presentes nas concentracdes abaixo de 0,05 ppm apresentaram tamanho e
atividades normais, j& nas concentragdes acima desses valores apresentaram larvas sem
atividade, pequenas e imdveis, sugerindo a interferéncia do Novaluron na muda dos instares
larvais e consequentemente morte.

No 5° dia apds incubacéo, foi possivel retirar o recipiente de 145 mL com meio larval
de dentro do pote de 500 mL com 10 g de vermiculita dos grupos que ndo apresentavam mais
larvas no meio larval. No sétimo dia, as pupas provenientes de cada concentracdo foram
quantificadas por réplica, e pesadas em pool de amostras. As concentra¢des acima de 0,05 ppm
ainda apresentaram larvas e ndo puderam ser pesadas, mas, nesse momento, foi possivel realizar
a manipulacdo das amostras. Foram encontradas nas concentragdes de 0,05 ppm e 0,07 ppm
alterac6es morfoldgicas nos espécimes. Apds a pesagem, as pupas foram alocadas nas gaiolas

experimentais para observacédo e quantificacdo da emergéncia dos adultos.

A

Figura 5. Pupas recuperadas ap0s a exposicdo de larvas de primeiro instar de Cochliomyia hominivorax ao
novaluron. (A) Controle; (B) Concentracao de 0,05ppm; (C) Concentracdo de 0,07ppm e (D) Larvas mortas da
concentracdo de 0,07ppm.
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Na figura 5A, foi possivel observar que as pupas do controle estavam com a morfologia
e os tamanhos normais, apresentando formato de barril e de cor castanha escura, com
aproximadamente 10,2 mm e 4,3 mm de comprimento e largura, respectivamente (TRAVIS;
KNIPLING; BRODY, 1940). Na concentracdo de 0,05 ppm, foi observada a ma formacéo das
pupas, como alteracdes de formato e tamanho (Figura 4B). J& na concentracéo de 0,07 ppm foi
possivel observar que as larvas entraram em processo de pupacdo, mas, ndo conseguiram
completé-lo, gerando pupas malformadas (Figura 4C). Algumas larvas, mesmo iniciando o
processo de pupacdo, morreram ainda na fase de larva, como demonstrado na Figura 4D,
indicado pela persisténcia dos ganchos orais.

Os dados de pesagem ndo foram considerados, ja que algumas concentracbes ainda
continham larvas. Nas observac6es preliminares da col6nia mantida no laboratério, foi possivel
ver que as mesmas pupas, pesadas em dias diferentes, apresentaram variacdo no peso final.
Sendo assim, a comparacdo dos pesos nao seria um dado confiavel. Segundo Kramer e
Muthukrishnan, (1997), o metabolismo de quitina vem sendo considerado um excelente alvo
para o controle seletivo de pragas. A inibicdo ou desregulacdo das enzimas chaves séo
importantes objetos para o desenvolvimento de inseticidas. As benzoilfeniluréias (ex.
diflubenzuron, Novaluron, teflubenzuron, hexaflumuron, penfluron, triflumuron) s&o
importantes inibidores da sintese de quitina.

A auséncia desta cuticula, ou sua formacdo inadequada, faz com que o inseto desseque
pela perda de umidade ou entre em um processo de inanicdo (COHEN, 2001). Segundo
Merzendorf e Zimoch (2003), as quitinases dos insetos sdo cruciais no desenvolvimento pos-
embrionario, especialmente durante a muda larval e a pupagdo. De acordo com avaliacGes
visuais, as larvas estendiam-se no mesmo estadio larval ou morriam sem conseguir trocar de
estadio, demonstrando a interferéncia do Novaluron no ciclo evolutivo.

O Novaluron demonstrou um efeito larvicida sobre larvas (L) de C. hominivorax
submetidas a dietas acrescidas de solucbes acima de 0,05 ppm do IGR, como demonstrado na
Tabela 2. Esse efeito também foi descrito por Cetim (2006) em estudo com Musca domestica,
ambos submetidos a dietas impregnadas. Existem diferentes benzoilfeniluréias para controle
dos insetos, disponiveis no mercado, todavia, o exato mecanismo de interferéncia destas drogas

na via metabolica de sintese de quitina ainda ndo foi elucidado (COHEN, 2001).
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Tabela 2. Quantidade de larvas de Cochliomyia hominivorax de primeiro instar que sobreviveram (ou foram
capazes de pupar) ap6s o tratamento com diferentes concentracGes de Novaluron e a eficacia larvicida das
formulacgdes.

Concentragdes (ppm)

Réplicas
Controle* 0,0001 0,001 0,005 0,01 0,03 0,05 0,07 0,09 0,1
1 10 10 10 10 10 10 2 0 0 2
2 7 8 9 8 9 9 7 1 1 0
3 7 9 9 7 10 9 7 3 0 2
Média aritmética 8,0% 9,0 93 83> 97% 93 53> 13 0,3° 1,3
Desvio padréo 1,7 1,0 0,6 15 06 06 29 15 06 1,2

Eficicia média
o 0,0 0,0 0,0 0,0 00 333 833 958 833
larvicida (%)

*Solvente — Acetona PA; ®*Médias nas colunas com letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).

O percentual de inibicdo de pupacdo foi de 33,3% para a concentracdo 0,05 ppm,
corroborando com as observagdes qualitativas descritas, nas avaliagcdes de 48 e 72h, em que
algumas larvas ja apresentavam comportamento anormal e mortalidade de 83,3%, 95,8% e
83,3% nas concentracGes de 0,07 ppm, 0,09 ppm e 0,1 ppm respectivamente, interferindo na
pupacdo. Lohmeyer e Pound (2014) observaram o mesmo efeito do Novaluron sobre as moscas
Haematobia irritans, Musca domestica e Stomoxys calcitrans, com uma mortalidade larval
antes de atingir o ponto de pupacédo, como evidenciado pela redu¢do nas pupas recuperadas em
relacdo ao controle ou pupério deformado.

Para avaliagdo da emergéncia dos adultos e consequentemente o percentual de inibi¢éo
de emergéncia (IE), as pupas foram retiradas das gaiolas no 14° dia, apds a incubagdo das L1,
e avaliadas segundo presenca de opérculo e conteldo pupal. Os adultos que iniciaram o
processo de emergéncia, mas ficaram retidos no pupario foram considerados sem emergéncia.
Os percentuais de IE mais expressivos comegaram com 40% na concentragao de 0,03ppm,
seguido de 0,05ppm com 93,3% as demais concentragdes acima de 0,05ppm, demonstraram
uma IE de 100% (0,07, 0,09 e 0,1 ppm) (Tabela 3).

Lohmeyer e Pound (2012) também observaram a inibicdo da emergéncia das moscas
Haematobia irritans, Musca domestica e Stomoxys calcitrans ao impregnar com 0,2g de
Novaluron alguns substratos (esterco de vaca) para controle de larvas, os valores descritos na

reducdo da emergéncia foram de 90, 93 e 98%, respectivamente.
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Tabela 3. Quantidade de insetos adultos de Cochliomyia hominivorax, emergidos ap6s a exposicdo a diferentes
concentracdes de Novaluron, avaliados a partir de larvas de primeiro instar e taxa de mortalidade.

Concentracbes Totalde  NUmero NuUmero de Percentual de Mortalidade
ppm(u1g/g) larvas  de adultos adultos néo Inibicdo de corrigida

incubadas emergidos emergidos Emergéncia(%o) (%)

Controle* 30 24 6 20 .-

0,0001 30 22 8 26,7 8,3

0,001 30 24 6 20 0,0
0,005 30 21 9 30 12,5
0,01 30 27 3 10 12,5
0,03 30 18 12 40 25,0
0,05 30 2 28 93,3 91,7
0,07 30 0 30 100 100,0
0,09 30 0 30 100 100,0
0.1 30 0 30 100 100,0

*Solvente — Acetona PA

Foram encontrados para o controle (somente meio larval) e o placebo (meio larval
acrescido de acetona 16% e 2 gotas de tween) valores relativamente baixos na recuperacao de
adultos, provenientes da incubacédo de larvas de primeiro instar. Tal fato pode ser atribuido ao
estadio larval que apresenta uma menor tolerancia a fatores externos como manipulagéo e troca
de ambiente. Valores semelhantes de recuperacao foram encontrados por Medeiros (2018), o
percentual de emergéncia de adultos sobre larvas foi de 66,67% com média e desvio padrdo de
6,67 + 1,37 e de adultos sobre pupas de 81,75% com média e desvio padréo de 5,33+ 1,10 no
teste de padronizacdo in vitro da metodologia de desafiar formas parasitarias da mosca C.
hominivorax.

Tendo em vista a recuperacao de adultos os dados de controle e de do placebo foram
analisados, sendo demonstrado que ndo houve diferenca significativa na recuperacao de pupas
e de adultos (Tabela 4).

26



Tabela 4. Quantidade de larvas de primeiro instar incubadas para avaliacdo da recuperacdo de adultos de
Cochliomyia hominivorax.

o
N° de N° de pupas N° de adultos Percentual de Percentual de

Grupos _ larvas recuperadas  emergidos emergénciade  emergéncia de
incubadas adultos (larvas) adultos (pupas)
Controle
1 30 23 15 50,0 65,2
2 30 13 11 36,7 84,6
3 30 21 19 63,3 90,5
4 30 22 17 56,7 77,3
5 30 23 18 60,0 78,3
Média 30 20,4 16 53,3 79,2
Desvio padréo 0 4,2 3,2 10,5 9,4
Placebo
1 30 22 15 50,0 68,2
2 30 11 8 26,7 72,7
3 30 18 12 40,0 66,7
4 30 22 14 46,7 63,6
5 30 24 24 80,0 100,0
Média 30 19,4 14,6 48,7 74,2
Desvio padréo 0 5,2 59 19,7 14,8
Valor de p 0,7261 0,5181

Coluna com valor de p > 0,05 as medias ndo diferem significativamente entre si.

4.2 Atividade do Novaluron sobre larvas de 3° instar de Cochliomyia hominivorx

As larvas de terceiro instar - L3 (pré-pupas) foram submetidas a teste com papel filtro
impregnado. Supde-se que, ao abandonarem a ferida, podem ser consideradas mais resistentes
do que as de primeiro instar, ja que se apresentam em uma fase evolutiva que cessam a
alimentacdo no hospedeiro e caem ao solo para pupacao. Seguindo a mesma linha de avaliacédo
de recuperacdo de adultos, os grupos (controle e o placebo) foram analisados e néo
apresentaram diferenca significativa na recuperacao de pupas e adultos a partir de larvas de 3°
instar (Tabela 5). A acetona ndo influenciou na resposta do teste.

As faixas de concentracdo mais elevadas foram estipuladas devido a tolerancia atribuida
a essa fase e ao tempo reduzido de permanéncia das larvas com o ativo. As avaliagdes para
determinacéo da viabilidade das Lz com 24 e 48h ap0s a incubacéo, consistiu na quantificagdo
de vivos e mortos. Os conjuntos de placas foram retirados da B.O.D. (Figura 6A) apos a
remoc&o do elastico as placas foram abertas uma a uma e examinadas com auxilio de luminaria.
As larvas foram avaliadas relacdo ao aspecto morfoldgico e motilidade. Na primeira avaliacéo,
com 24h, o percentual de mortalidade foi praticamente nulo em todas as concentragdes, controle
e placebo, e nenhuma pupa pode ser observada (Tabela 6).
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Tabela 5. Quantidade de larvas de terceiro instar incubadas para avaliacdo da recuperacdo de adultos de
Cochliomyia hominivorax.

0
N de N° de pupas NP de adultos Percentual de Percentual de

Grupos larvas recuperadas  emergidos emergénciade  emergéncia de
incubadas adultos (larvas) adultos (pupas)
Controle
1 10 10 9 90,0 90,0
2 10 9 9 90,0 100,0
3 10 10 8 80,0 80,0
4 10 10 10 100,0 100,0
5 10 9 7 70,0 77,8
6 10 7 6 60,0 85,7
7 10 9 6 60,0 66,7
8 10 10 6 60,0 60,0
9 10 9 9 90,0 100,0
10 10 7 7 70,0 100,0
11 10 9 8 80,0 88,9
12 10 10 9 90,0 90,0
13 10 10 8 80,0 80,0
14 10 10 10 100,0 100,0
15 10 10 8 80,0 80,0
16 10 10 8 80,0 80,0
17 10 10 8 80,0 80,0
18 10 10 9 90,0 90,0
19 10 9 8 80,0 88,9
20 10 9 8 80,0 88,9
Média 10 8,8 8,1 80,5 89,6
Desvio padrao 0 0,9 1,2 11,9 11,1
Placebo
1 10 9 7 70,0 77,8
2 10 8 5 50,0 62,5
3 10 10 9 90,0 90,0
4 10 8 7 70,0 87,5
5 10 9 9 90,0 100,0
6 10 9 6 60,0 66,7
7 10 9 6 60,0 66,7
8 10 10 6 60,0 60,0
9 10 10 6 60,0 60,0
10 10 10 9 90,0 90,0
11 10 10 10 100,0 100,0
12 10 10 8 80,0 80,0
13 10 10 8 80,0 80,0
14 10 10 9 90,0 90,0
15 10 10 9 90,0 90,0
16 10 10 7 70,0 70,0
17 10 10 6 60,0 60,0
18 10 10 8 80,0 80,0
19 10 10 8 80,0 80,0
20 10 10 9 90,0 90,0
Média 10 9,6 7,6 76 79,1
Desvio padréo 0 0,7 1,4 14,3 13,2
Valor de p 0,331 0,256

Coluna com valor de p > 0,05 as médias ndo diferem significativamente entre si.

28



Tabela 6. Mortalidade de larvas de terceiro instar de Cochliomyia hominivorax submetidas a diferentes concentracdes de Novaluron ap6s 24 horas de exposicéo.

Larva de Cochliomyia hominivorax / Concentracdes (ppm)

Réplicas Controle* 5 10 25 50 75 100 150 200 250 500 1000

1 9 10 9 10 10 10 10 10 10 9 10 10

2 10 10 9 10 10 9 10 10 10 10 10 10

3 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

4 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

5 10 10 10 10 9 10 10 10 10 9 10 10

6 10 10 10 10 9 10 10 10 9 10 10 9

7 10 10 10 10 9 10 10 9 9 10 10 10

8 10 10 10 10 10 10 10 9 10 10 10 9

9 10 10 10 10 9 10 10 10 10 10 10 10

10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Média aritmética 9,92 10 9,8 10 962 9,9 10 98 98 98 102 9,82
Desvio padréo 0,3 0,0 0,4 0,0 0,5 03 0,0 0,4 0,4 0,4 0,0 0,4
Percentual medio de # 0,0 1,0 0,0 3,0 0,0 0,0 1,0 1,0 1,0 0,0 1,0

atividade larvicida (%)

*Solvente — Acetona PA; ®Médias com letras mintsculas iguais ndo diferem significativamente entre si (p>0,05). Valor de p=0,2115.
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Figura 6. A - Larvas de terceiro instar de Cochliomyia hominivorax pés incubacdo, armazenadas em camara
climatizada. B - Gaiolas experimentais, sofrendo estimulacéo para postura. C - Meio de oviposi¢édo oferecido para
moscas adultas com presencga de massa de ovos. Fonte: Arquivo pessoal, 2021.

Ap0s 48h de exposicdo (segunda avaliacdo), a mortalidade foi semelhante aos valores
observados na rotina da colonia (cerca de 10%). Nas concentracfes entre 5 e 100 ppm, incluindo
controle e placebo, ainda havia presenca de larvas ativas e auséncia de pupas. Nas
concentracdes acima de 100 ppm, a maioria das larvas ja tinha iniciado o processo de pupacéo.
No 5° dia as pupas foram pesadas, por réplica em todas as concentracdes e os valores estdo
expressos na Tabela 7.

Foi observada a reducdo do peso das pupas em relacdo ao grupo controle de 38,9% e
37,5%, para as concentracfes de 250 ppm e 1000 ppm, respectivamente. A partir de 100 ppm,
as pupas estavam visivelmente menores e algumas apresentavam ma formacdo, como descrito
no topico anterior (Tabela 8). No 6° dia, as pupas foram transferidas para as gaiolas
experimentais e foi possivel observar as primeiras emergéncias de adultos. Para avaliacdo do
percentual de inibicdo de emergéncia, as pupas foram retiradas das gaiolas e quantificadas de
acordo com presenca de opérculo. Moscas que iniciaram a emergéncia e ficaram retidas no
pupario foram consideradas sem emergéncia (Figura 8).

Com o intuito de verificar a interferéncia do Novaluron na reproducdo das moscas, apos
a quantificagdo da emergéncia de adultas, foi empregado o protocolo utilizado na coldnia para
maturacdo ovariana das fémeas, seguido de estimulacdo para postura (Figura 6B). Todas as
fémeas emergidas de individuos expostos as concentracdes menores que 100 ppm realizaram

postura (Figura 6C). As posturas foram incubadas em meio larval e o desenvolvimento da
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progénie foi completo chegando as moscas adultas. Com base nesses dados ainda néo é possivel

afirmar que o Novaluron tem efeito na reproducéo, sendo necessarios mais estudos na area.

Figura 7. Adultos de Cochliomyia hominivorax retidas no pupario. A - Visdo lateral. B - Visdo frontal. Fonte:
Arquivo pessoal, 2021.

O Novaluron é um inibidor da sintese de quitina que atua por contato e ingestdo. Tem
como alvo os estagios imaturos do inseto que sintetizam ativamente a quitina. Diversos estudos
mostraram que o Novaluron € um importante larvicida contra formas imaturas de flebotomineos
e varias espécies de mosquitos (MULLA et al., 2003, ARREDONDO-JIMENEZ; VALDEZ-
DELGADO, 2006, MASCARI et al., 2007, MASCARI; FOLHA, 2010). Essa atividade
também pode ser observada nas larvas de 1° instar, mas ndo para as larvas de 3° instar, quando
utilizado nas concentragdes empregadas no presente estudo.

O Novaluron teve uma eficacia de 98,6% na concentracdo de 1000 ppm (Tabela 9).
Segundo Lohmeyer e Pound (2014), fezes de bezerros tratados com duas faixas de concentracao
(0,4mg/kg e 0,6mg/kg de dieta/dia a 0,67% de Novaluron) apresentaram uma inibicdo da
emergéncia de 100% para Stomoxys calcitrans. Nesse caso, a presenca de puparios deformados
indicou que o Novaluron teve um efeito regulador de crescimento de insetos nas larvas de
mosca-dos-estabulos em desenvolvimento. E possivel observar que as duas concentracdes, 25
e 75 ppm diferem bastante do resultado esperado e uma possivel explicacdo pode ser 0 preparo
das solugdes, como a etapa de solubilizacdo, interferindo na resposta do teste.

O Novaluron, utilizado inicialmente como defensivo agricola, pertence a classe de
inseticida fisiolégico do grupo quimico Benzoilfenilureia [Concentrado Emulsionavel (EC)].
Sua apresentacdo comercial é em solucéo, ja o ativo utilizado nos testes apresenta-se em po e
sua diluicdo é feita em acetona, devido a natureza da molécula ou a apresentagdo haja uma

interferéncia na solubilizac&o.
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Tabela 7. Taxa de inibicdo de desenvolvimento a partir de larvas de terceiro instar de Cochliomyia hominivorax submetidas a diferentes concentragdes de Novaluron, até a fase de

Pupas de Cochliomyia hominivorax / Concentracdes (ppm)

Replicas Controle* 5 10 25 50 75 100 150 200 250 500 1000
1 9 10 9 10 10 10 10 10 10 9 10 10
2 8 10 9 10 9 9 10 10 10 10 10 10
3 10 10 10 10 7 10 10 10 10 10 10 10
4 8 9 8 9 9 10 10 9 10 10 10 10
5 9 10 8 10 7 10 10 6 8 9 10 10
6 9 10 9 10 9 10 10 10 9 10 10 9
7 9 10 10 10 8 10 10 9 8 10 10 10
8 10 9 10 10 10 10 10 9 9 10 10 8
9 10 10 10 10 8 10 10 10 10 10 10 10
10 10 10 8 10 10 10 10 8 10 9 10 10
Média aritmética 9,28 988 918 99 878 99° 10> 918 942 972 10> 972
Desvio padrio 08 0.4 08 03 1,1 03 0,0 1,2 08 05 0,0 06
Percentual médio de
inibico de 4 0,0 1,1 0,0 5.4 0,0 0,0 11 0,0 0,0 0,0 0,0

desenvolvimento (%)
*Solvente - Acetona PA. ®Médias nas colunas com letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).

32



Tabela 8. Percentual de reducdo de peso das pupas recuperadas a partir de larvas de terceiro instar de Cochliomyia hominivorax submetidas a diferentes concentracdes de Novaluron.

Peso das pupas de Cochliomyia hominivorax (g) / Concentracdes (ppm)

Replicas Controle* 5 10 25 50 75 100 150 200 250 500 1000
1 0,359 0,383 0364 0358 0353 025 0332 0292 0275 028 0300 0,251
2 0,34 0408 0366 0380 0301 0247 0220 0305 0282 0283 0294 0270
3 0,521 0,391 038 0344 0236 0279 0253 0331 0327 0221 0289 0,234
4 0,360 0338 0380 0340 0330 0269 0331 0282 0317 0249 0294 0,286
5 0,390 0374 0295 0367 0277 0301 0283 0132 0287 0202 0258 0,268
6 0,370 0372 0387 038 0326 0284 0326 035 0224 0235 0293 0,167
7 0,329 0,360 0395 0368 0337 0329 0271 0275 0213 0276 0254 0,247
8 0,417 0331 0418 0353 0360 0243 0253 0260 0272 0207 0303 0,185
9 0,423 0,361 0407 0405 0315 0228 0247 0320 0289 0258 0322 0275
10 0,416 0370 0378 0319 0358 0326 0246 0284 0300 0183 0235 0272
Média aritmética 03938  0369° 03788 03622 03198 0276° 0276° 00283 0279° 0,240 0,284> 0,246
Desvio padréo 0,056 0023 0033 0025 0039 0035 0040 0060 0036 0036 0027 0,040
Percentual de
reducio sobre o 4 6,2 3.9 7.9 18,8 299 29.7 28,0 291 389 277 375

peso das pupas (%)

*Solvente - Acetona PA. ®Médias nas colunas com letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).
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Tabela 9. Inibicdo de desenvolvimento a partir de larvas de terceiro instar de Cochliomyia hominivorax submetidas a diferentes concentracdes de Novaluron, até a fase adulta.

Adultos emergidos / Concentragdes (ppm)

Replicas Controle* 5 10 25 50 75 100 150 200 250 500 1000
1 7 10 1 7 0 2 0 0 0 0 1 0
2 5 9 5 6 0 0 0 0 0 0 0 0
3 9 8 6 8 0 1 0 0 1 0 0 0
4 7 7 2 7 0 0 0 0 0 0 0 0
5 9 7 3 5 1 1 0 0 0 0 0 1
6 6 8 5 7 0 2 0 1 1 1 0 0
7 6 5 4 7 0 2 1 0 0 1 0 0
8 6 7 4 7 0 1 1 0 0 0 0 0
9 6 6 5 8 1 1 1 0 0 2 1 0
10 9 4 5 2 2 2 0 0 0 1 3 0
Média aritmética 7,08 718 40> 643  04b 12¢ 03P 016 02> 05 05  01°
Desvio padrao 15 18 16 1,6 07 08 05 03 0.4 07 1,0 03
Percentual médio de
inibico de 00 429 86 943 829 957 986 971 929 929 986

desenvolvimento (%)

*Solvente — Acetona PA; ®Médias aritméticas com letras minGsculas iguais ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).



4.3 Concentragdes Letais de Novaluron para Cochliomyia hominivorax

Para larvas de primeiro instar de C. hominivorax, o valor da CLsg obtida foi de 0,010
ppm (Kg/g) com valor minimo de 0,005 ppm (ug/g) e maximo de 0,02 ppm (ug/g), com intervalo
de confianga de 95%. O coeficiente de regresséo obtido foi de 0,957, sugerindo uma linearidade
dos resultados (mortalidade) (Tabela 10). Cetim (2006) apresentou em seu trabalho, assim como
no presente estudo, que o ensaio com alimentacdo das larvas demonstrou uma atividade
larvicida mais efetiva, obtendo uma CLso de 1,66mg a.i./kg para larvas de Musca domestica
apos 72h da incubagdo no meio acrescido de Novaluron.

Para larvas de terceiro instar de C. hominivorax, o valor da CLso obtido foi de 0,42
ng/cm?, com valor minimo de 0,32 pg/cm? e maximo de 0,54 pg/cm? e intervalo de confianca
de 95%. O coeficiente de regressdo obtido foi de 0,984, sugerindo uma linearidade dos
resultados (mortalidade). Os dados obtidos no presente estudo claramente indicam que
Novaluron tem acéo larvicida em C. hominivorax. Além disso, verificou-se que os métodos de
aplicacdo de alimentacdo e contato sobre estadios larvais diferentes, obtiveram um resultado
dose-resposta, no qual a maior atividade larvicida encontrou-se nas maiores concentracdes
utilizadas, e que ambas as estratégias poderiam ser empregadas no controle da infestacdo por

larvas de C. hominivorax.

Tabela 10. Anélise de Probit do Novaluron frente as larvas de Cochliomyia hominivorax.

Parametros Larva de 1° instar Larva de 3° instar

Faixa 0,005-0,07 ppm 0,1-0,2 pg/cm?
(5-100 ppm)

CL50 0,01ppm 0,42 pg/cm?

(IC 95%) (0,005-0,02) (0,32-0,54)

Slope 1,77 1,45

Coeficiente de Variacao (Intercepto) 8,28 5,54

R? 0,957 0,984

Qui-quadrado 22,328 67,611

p 1,000 1,000
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5 CONCLUSOES

O Novaluron demonstrou atividade na inibicdo do desenvolvimento de Cochliomyia
hominivorax e acdo larvicida sobre larvas de primeiro instar em baixas concentracdes.

O Novaluron demonstrou ter atividade pupicida pos-exposicao de larvas de terceiro
instar de C. hominivorax. Foi possivel observar alteracdes morfoldgicas em pupas recuperadas
a partir de larvas de primeiro instar expostas ao Novaluron.

As concentragdes CLso S&0 menores para larvas de primeiro instar do que para as larvas

de terceiro instar de C. hominivorax.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os riscos e prejuizos acarretados pelo parasitismo causado pelas formas larvais da
mosca C. hominivorax colocam a comunidade cientifica e organiza¢cdes mundiais na busca de
novos métodos para prevenir, controlar, ou até mesmo erradicar esse parasito. Atualmente, os
controles efetivos contra miiases sdo curativos, a base de tratamentos topicos contendo
organofosforados e os preventivos que normalmente utilizam avermectinas injetaveis, que
apresentam toxicidade para o0 meio ambiente e para 0s animais a serem tratados.

Sendo assim, o Novaluron, torna-se uma alternativa em busca de ativos mais seguros,
eficazes e praticos, destacando-se entre 0s outros por permitiria investir em um produto
contendo esta molécula, uma vez que neste primeiro estudo contra formas imaturas de C.
hominivorax, mostrou-se eficaz agindo como larvicida e pupicida frente a larvas de primeiro
instar e pupicida para as de terceiro instar interferindo na emergéncia dos adultos.

E importante que outros estudos sejam conduzidos com o Novaluron associado a outro
IGR, ou até mesmo a um inseticida adulticida, na tentativa de eliminar as larvas logo no seu
primeiro estagio larval, para minimizar os prejuizos causados pelo seu parasitismo. Dessa
forma, seria interessante também administrar Novaluron de forma topica para observarmos a
eficdcia do tratamento em todas as fases do parasito na tentativa de eliminar a larva, de
preferéncia no primeiro estagio, estabelecendo uma curva plasmatica do ativo no organismo do

hospedeiro, tornando o controle do parasitismo mais efetivo, seguro e sustentavel.
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APENDICES

APENDICE 1 — Recuperacdo de pupas e adultos de Cochliomyia hominivorax a partir da

incubacéo de larvas de primeiro instar.
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APENDICE 2 — Percentual de adultos recuperados de Cochliomyia hominivorax recuperados

a partir da incubacéo de larvas de primeiro instar e a partir de pupas recuperadas.
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APENDICE 3 — Recuperagio de pupas e adultos de Cochliomyia hominivorax a partir da

incubacdo de larvas de terceiro instar.
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APENDICE 4 — Percentual de adultos recuperados de Cochliomyia hominivorax recuperados

a partir da incubacdo de larvas de terceiro instar e a partir de pupas recuperadas.
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APENDICE 5 — Bioensaio realizado com larvas de 1° instar de Cochliomyia hominivorax

expostas ao Novaluron.

Pupas de Cochliomyia hominivorax recuperadas/ Concentracdes

Réplicas (ppm)
Controle* 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,1
1 7 4 3 3 4 0 0
2 4 5 2 4 0 0 0
3 7 4 3 4 1 0 0
4 6 9 1 2 0 0 0
5 9 6 0 0 0 0 0
6 7 3 1 1 0 0 0
Média 6,72 5,28 1,7° 2,3° 0,8° 0,0° 0,0°
Desvio padrao 1,6 2,1 1,2 1,6 1,6 0,0 0,0
Percentual de
inibicdo de 22,9 75,1 65,2 87,6 100,0 100,0
pupacéo (%)
Total de adultos
) 26 8 5 0 0 0 0
emergidos
N° médio de
) 4,37 1,38 0,88 08 08 08 08
adultos emergidos
Eficacia (%) 60 80,3 100 100 100 100

*Solvente — Acetona PA. ®Médias das pupas com letras minGsculas iguais na mesma linha ndo diferem
significativamente entre si (p>0,05); ~BMédias dos adultos com letras mintsculas iguais na mesma linha ndo

diferem significativamente entre si (p>0,05).

APENDICE 6 — Anélise de Probit do apéndice 5.

Parametros Pupa Adulto
Faixa 0,05-0,1 ppm

CL50 0,05ppm 0,04ppm
(IC 95%) (0,053-0,061) (0,037-0,050)
Slope 9,62 10,89
Coeficiente de Variacao (Intercepto) 16,922 19,538

R? 0,887 0,842
Qui-quadrado 19,968 6,726

p 0,9995 0,849
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