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“[...] E o futuro é uma astronave que tentamos pilotar.
N&o tem tempo, nem piedade, nem tem hora de chegar.
Sem pedir licenga muda nossa vida, depois convida a

2

rir ou chorar.
— Anténio Pecci Filho, 1983
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RESUMO

SILVA, Ygor Henrique da. Acao de Diferentes Benzoilfenilureias sobre Larvas e Fémeas
Alimentadas de Rhipicephalus sanguineus sensu lato 2024. 43f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias) Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica - RJ, 2024.

O carrapato do cdo, Rhipicephalus sanguineus, € um importante vetor de patdgenos relevantes
na medicina veterinaria e salde publica. A principal forma de controle € a utilizacdo de produtos
quimicos com acdo carrapaticida, entretanto, alguns desses causam alteracfes adversas
dermatoldgicas, digestivas e neurotoxicas para vertebrados. Porém, compostos como as
benzoilfenilureias (BFUs) demonstram seguranca no uso em vertebrados por agirem no
processo de sintese do polissacarideo de revestimento de artrépodes (quitina). Nesse contexto,
0 objetivo deste estudo foi avaliar o uso de novaluron, teflubenzuron e triflumuron,
comparativamente ao fluazuron, sobre larvas e fémeas alimentadas de carrapatos da espécie R.
sanguineus. Para isso, larvas e fémeas alimentadas de R. sanguineus foram expostas a diferentes
concentragdes dos compostos da classe BFUs fluazuron, novaluron, teflubenzuron e
triflumuron e, posteriormente, verificadas inibicdo da ecdise (larvas) e alteracdo na eficiéncia
reprodutiva (fémeas). Para larvas, 30 espécimes alimentados foram imersos em concentracfes
que variaram de 0,009 - 10 pg/mL para fluazuron e de 78,125 - 40.000 pg/mL para os
compostos novaluron, teflubenzuron e triflumuron, posteriormente, acondicionadas em
seringas de 3 mL e incubadas em cdmara climatizada com temperatura de 27+1°C e umidade
de 80+£10% por 21 dias para posterior verificacdo da inibicdo de ecdise. Cada concentracao
contou com oito repeti¢des. Para adultos, 20 fémeas alimentadas, divididas em duas repeticdes
com 10 espécimes, foram imersas por cinco minutos em concentracfes que variaram de 0,7 -
3.000pg/mL para o composto fluazuron e de 78,125 - 40.000 pg/mL para 0s compostos
novaluron, teflubenzuron e triflumuron, posteriormente, pesadas, identificadas e incubadas nas
mesmas condi¢cdes descrita para larvas. Apos este periodo, cada massa de ovos foi pesada e
acondicionadas individualmente em seringas de 3 mL adaptadas e novamente incubadas na
mesma condigéo descrita para larvas. Ao final, foi feita a leitura da eclodibilidade das larvas e
verificacdo da eficiéncia reprodutiva dessas fémeas expostas a essas BFUs. Como resultados,
foi observado inibicdo da ecdise de larvas de R. sanguineus de 100% do fluazuron na
concentracdo de 10 pg/mL e 98,7% do novaluron na concentracdo de 40000 pg/mL, ja os
compostos teflubenzuron e triflumuron ndo interferiram na ecdise de larvas. Em relagdo as
fémeas de R. sanguineus, apenas o fluazuron demonstrou acdo sobre a eficiéncia reprodutiva e
ecloséo de larvas com reducéo significativa a partir da concentracdo de 375 pug/mL, observando
uma Clso de 347,7 pg/mL. Em conclusdo, foi observada atividade apenas do fluazuron e
novaluron sobre a ecdise de larvas alimentadas de R. sanguineus e nenhuma atividade dos
compostos teflubenzuron e triflumuron. Sobre a fémeas alimentadas de R. sanguineus, dentre
0S compostos pesquisados apenas o fluazuron demonstrou acdo, afetando na eficiéncia
reprodutiva das fémeas alimentadas expostas e na eclodibilidade das larvas.

Palavras-chave: Carrapato do cédo, teste de imersdo, inibidores de sintese de quitina.



ABSTRACT

SILVA, Ygor Henrique da. Action of Different Benzoylphenyl ureas on Larvae and Fed
Females of Rhipicephalus sanguineus sensu lato. 2024. 43f. Dissertation (Master’s in
Veterinary Sciences) Veterinary Institute, Department of Animal Parasitology, Federal Rural
University of Rio de Janeiro, Seropédica — RJ, 2024

The dog tick, Rhipicephalus sanguineus, is an important vector of pathogens relevant to
veterinary medicine and public health. The main form of control is the use of chemicals with
tick-killing action, however, some of these cause adverse dermatological, digestive and
neurotoxic changes to vertebrates. However, compounds such as benzoylphenylureas (BPUs)
demonstrate safety in use in vertebrates as they act in the process of synthesizing the
polysaccharide covering arthropods (chitin). In this context, the objective of this study was to
evaluate the use of novaluron, teflubenzuron and triflumuron, compared to fluazuron, on larvae
and females fed on ticks of the species R. sanguineus. For this, larvae and females fed on R.
sanguineus were exposed to different concentrations of the BPUs compounds fluazuron,
novaluron, teflubenzuron and triflumuron and, subsequently, inhibition of ecdysis (larvae) and
changes in reproductive efficiency (females) were verified. For larvae, 30 fed specimens were
immersed in concentrations ranging from 0.009 - 10 pg/mL for fluazuron and 78.125 - 40,000
pg/mL for the compounds novaluron, teflubenzuron and triflumuron, subsequently placed in 3
mL syringes and incubated in a chamber conditioned with a temperature of 27+1°C and
humidity of 80+£10% for 21 days to later verify ecdysis inhibition. Each concentration had eight
repetitions. For adults, 20 fed females, divided into two replicates with 10 specimens, were
immersed for five minutes in concentrations ranging from 0.7 - 3,000pug/mL for the fluazuron
compound and 78,125 - 40,000 pg/mL for the novaluron compounds, teflubenzuron and
triflumuron were subsequently weighed, identified and incubated under the same conditions
described for larvae. After this period, each egg mass was weighed and placed individually in
adapted 3 mL syringes and incubated again in the same condition described for larvae. Finally,
the hatchability of the larvae was read and the reproductive efficiency of these females exposed
to these BPUs was verified. As results, inhibition of ecdysis of R. sanguineus larvae was
observed with 100% of fluazuron at a concentration of 10 pg/mL and 98.7% of novaluron at a
concentration of 40,000 pg/mL, whereas the compounds teflubenzuron and triflumuron did not
interfere with larval ecdysis. In relation to R. sanguineus females, only fluazuron demonstrated
an action on reproductive efficiency and larvae hatching with a significant reduction from a
concentration of 375 pg/mL, observing an IC50 of 347.7 pug/mL. In conclusion, activity was
observed only for fluazuron and novaluron on the ecdysis of fed larvae of R. sanguineus and
no activity for the compounds teflubenzuron and triflumuron. Regarding females fed on R.
sanguineus, among the compounds investigated, only fluazuron demonstrated action, affecting
the reproductive efficiency of exposed fed females and the hatchability of the larvae.

Key words: Dog tick, dip test, chitin synthesis inhibitors.
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1 INTRODUCAO

Os carrapatos pertencentes a familia Ixodidae (Acari: Parasitiformes) sdo ectoparasitos
hematofagos transmissores de diversos patdgenos como bactérias, virus, fungos e protozoarios.
Estudos paleontoldgicos datam sua existéncia superior a 190 milhdes de anos restringido a um
numero limitado de espécies e de hospedeiros, parasitando especialmente répteis. Nos dias de
hoje, apresentam uma diversidade de espécies com diferentes grupos de hospedeiros, desde
répteis a mamiferos, aves e anfibios.

Sua principal importancia tanto na medicina veterinaria quanto na satde publica se d4,
além da espoliacdo sanguinea e distarbios de hipersensibilidade que causam em seus
hospedeiros, ao potencial de transmitir diferentes grupos de patdgenos de carater zoonético,
como € o caso de algumas espécies de bactérias do género Rickettsia, agentes responsaveis por
ocasionar a Febre Maculosa Brasileira, doenca essa de alta letalidade em individuos infectados.

Dentre os carrapatos da familia Ixodidae listados com competéncia vetorial de
patdgenos no Brasil temos 0s seguintes géneros Amblyomma, Dermacentor, Haemaphysalis,
Ixodes e Rhipicephalus, entretanto, entre as espécies pertencentes a esses géneros,
Rhipicephalus sanguineus sensu lato, o carrapato comum do cdo, é a espécie do género
Rhipicephalus, mais relatada na zona urbana devido ao intimo contato de seu hospedeiro
preferencial, o cdo, com o0 homem.

Com o ciclo de vida complexo no qual os estagios imaturos (larva e ninfa) e a fémea
alimentada necessitam descer do hospedeiro para ecdise e oviposicdo, respectivamente, 0
controle desse artrépode se torna dificultoso por cada estagio parasitario (larva, ninfa e adultos)
poderem parasitar/infestar diferentes hospedeiros. Dessa forma sdo dispostos diferentes tipos
de controle (fisico, biolégico e quimico) com o objetivo de reduzir/erradicar a infestacdo por
esse artropode.

Os produtos quimicos com acdo carrapaticidas é a forma de controle usualmente
aplicada, principalmente, produtos que demonstram efeitos de repeléncia e/ou morte
rapida/imediata. Porém, devido aos mecanismos de a¢ao ocorrerem por inibigdo ou estimulacdo
de canais e/ou receptores semelhantes aos dos vertebrados, ocasionam intoxicacGes. Deste
modo, compostos com acdo mais lenta, que afeta nas fases de metaformose como a ecdise € a
oviposicdo, conhecidos como disruptores de crescimento (DCs) apresentam como uma boa
escolha, em razdo de agirem sobre enzimas que sintetizam a quitina responséveis pelo
revestimento do artropode (0 exoesqueleto), sendo relatados como seguros ou de baixa
toxicidade no uso para vertebrados, quando comparados a outros compostos.

Dentre os compostos pertencentes aos DCs, o fluazuron é o primeiro composto que de
forma isolada demonstrou acdo em todos os estagios de vida dos carrapatos. Demonstrando
desde alteracéo na eclodibilidade e ecdise, até alteragdes hemocitéarias em individuos expostos.
Neste contexto, o presente estudo objetivou avaliar 0 uso de outros compostos pertencentes ao
grupo dos DCs especificamente das benzoilfenilureias, como, novaluron, teflubenzuron,
triflumuron, comparativamente ao fluazuron, sobre larvas e fémeas alimentadas de carrapatos
das espécies R. sanguineus s.1., verificando inibi¢do na ecdise de larvas para ninfas, alteracdo
na eficiéncia reprodutiva de fémeas alimentadas (indice nutricional e oviposicao) e inibicéo da
eclodibilidade, visando a busca de novos compostos DCs com agédo carrapaticida.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carrapatos

Carrapatos sdo artrépodes, pertencem a classe Arachnida, subclasse Acari, superordem
Parasitiformes e ordem Ixodida, possuem papel importante como vetores de agentes
patogénicos para humanos e animais. Podendo transmitir diversos grupos de patégenos como
virus, bactérias, protozoarios e helmintos durante o repasto sanguineo em seus hospedeiros,
ocasionando além da inoculacdo de agente(s) infeccioso(s), alteracdes clinicas como distirbios
de hipersensibilidade devido ao contato com secre¢des do artropode e espoliacdo sanguinea
levando a quadros de anemia (Barros-Battesti; Arzua; Bechara, 2006; Otranto et al., 2021).

Estudos paleontoldgicos datam sua existéncia entre 273 e 192 milhdes de anos atras,
ocorrendo desde o periodo do Paleozdico ao inicio do periodo Jurassico (Mesozoico),
apresentando como hospedeiros, primariamente, répteis de pele lisa (Chitimia-Dobler et al.,
2022; Leonovich, 2023). Hoje em dia, é relatado parasitando além de répteis, anfibios,
mamiferos e aves, sendo descritas cerca de 956 espécies desse artropode, divididas em trés
familias existentes, Ixodidae, Argasidae e Nutalliellidae (Dantas-Torres et al., 2019), sendo a
familia Nuttalliellidae com apenas uma espécie (Nuttalliella namaqua) limitada ao continente
africano (Mans et al., 2011).

No Brasil, se tem relatos de cerca de 76 espécies, sendo essas agrupadas nas familias
Argasidae (25 espeécies), com individuos conhecidos como carrapatos moles e na familia
Ixodidae (51 espécies), com integrantes conhecidos como carrapatos duros (Nogueira et al.,
2022). Segundo Dantas-Torres et al. (2019), das espécies de carrapatos duros distribuidas no
Brasil, pertencem aos géneros Amblyommma, Dermacentor, Haemaphysalis, Ixodes e
Rhipicephalus.

Na presente revisao daremos foco apenas na espécie Rhipicephalus sanguineus, por ser
vetor de patdgenos de interesse para a medicina veterinaria, principalmente para o céo,
transmitindo hemoparasitos como Ehrlichia canis, Babesia vogeli, B. gibsoni, Bartonella
henselae, Anaplasma platys, Rickettsia spp. (De Almeida et al., 2012; Oliveira et al.2017,
Otranto et al., 2021), além de ser a espécie do género Rhipicephalus, mais relatada parasitando
humanos (Nogueira et al., 2022), indicando espécie de maior frequéncia em area
publicas/urbanas.

2.1.2 Rhipicephalus sanguineus sensu lato

Rhipicephalus sanguineus s.I., conhecido como o carrapato vermelho/marrom do céo,
pertence a um complexo que inclui um grupo de 12 espécies (R. diferent, R. guilhoni, R. leporis,
R. moucheti, R. pumilio, R. pusillus, R. rossicus, R. schulzei, R. sulcatus, R. turanicus, R.
sanguineus e R. afranicus) distribuidas pelo mundo, que possuem caracteristicas morfoldgicas
semelhantes, sendo distinguiveis através de analise molecular (Sanchez-Montes et al., 2021;
Slapeta; Chandra; Halliday, 2021). Devido a essas pesquisas genéticas, é sabido que 0 complexo
R. sanguineus (l.s.) possui duas linhagens, uma linhagem tropical, presente na Australia e no
norte do México, América Central, areas tropicais da América do Sul e Africa, e a linhagem
temperada, incluindo carrapatos de localidades de clima temperados e frios, como a Europa
Ocidental, América do Norte e sul da América do Sul (Dantas-Torres et al., 2017; Hekimoglu,
2024; Nava et al., 2015; Sanchez-Montes et al., 2021).



Atualmente, estudos avaliando a partir de caracterizacdo genética das diferentes
populacdes de espécies do complexo Rhipicephalus sanguineus s.I., vém sugerindo a utilizacéo
de Rhipicephalus linnaei (Audouin, 1826) para designar espécies do complexo R. sanguineus
s.l. da linhagem tropical, o intuito disso seria reduzir a listagem de nomes duvidosos e, R.
sanguineus para linhagem temperadas (Myers et al., 2024; Slapeta; Chandra; Holliday, 2021;
Slapeta et al., 2022). No Brasil, a partir do estudo de Nava et al. (2018) é observado que a
linhagem temperada de R. sanguineus s.l. é restrita ao sul, mais especificamente em Porto
Alegre no Rio Grande do Sul, e os demais espécimes do complexo R. sanguineus s.l. espalhados
pelo territdrio brasileiro pertencentes a linhagem tropical.

Alguns autores apontam a possibilidade de uma dessas linhagens de R. sanguineus s.1.
serem mais suscetiveis aos patdégenos e terem uma maior competéncia como vetor, aumentando
a transmissao e disseminacao de patogenos (Moraes-Filho et al., 2015; Villarreal; Stephenson;
Foley, 2018). Isso devido ja serem conhecidos como importantes vetores de agentes
patogénicos na area da saude publica e na medicina veterinaria, veiculando patdgenos como
Ehrlichia canis (Fourie et al., 2013; Moraes-Filho et al., 2015), Rickettsia spp. (Ortega-Morales
et al., 2019), Babesia vogeli, B. gibsoni (Prakash et al.,, 2018), Bartonella henselae
(Wechtaisong et al., 2020), Anaplasma platys (Snellgrove et al., 2020), Coxiella sp. (Oskan et
al., 2017), Cercopithifilaria bainae, Hepatozoom sp. (Soares et al., 2020), dentre outros.

Morfologicamente R. sanguineus s.1. € diferenciado de outros géneros de carrapatos pela
coloracdo vermelha/marrom escura, ndo possuindo ornamentacdo em seu escudo, presenca de
um par de placas adanais desenvolvidas, hipostdmio e palpos curtos com base do gnatossoma
em formato hexagonal. Sendo possivel com auxilio de um microscépio estereoscopico observar
outras estruturas que confirmam o diagndstico como denticdo 3/3 e espinhos das coxas de
tamanhos similares, com excecdo ao espinho da coxa IV dos machos que sdo maiores (Barros-
Battesti; Arzua; Bechara, 2006).

Em relacdo ao seu ciclo biolégico, sdo ectoparasitos hematdfagos com ciclo complexo,
possuindo estagio de ovo, larva, ninfa e adultos, onde apenas os estagios de larva, ninfa e
adultos parasitam. Além de apresentarem habito hemat6fago, sdo carrapatos trioxenos (com
trés hospedeiros), necessitando deixar o hospedeiro em cada um dos estagios imaturos
alimentados (larva e ninfa) e como fémeas alimentadas, para fazerem ecdise e ovipor,
respectivamente. Sdo carrapatos que gostam de se abrigar em lugares internos durante o
processo de ecdise e/ou oviposicdo e possuem afinidade a mesma espécie de hospedeiros para
todos os estagios de desenvolvimento (Dantas-Torres, 2010).

O periodo em que as fases parasitarias de R. sanguineus s.l. passam se alimentando no
hospedeiro, em condi¢des favoraveis, sdo de trés a cinco dias para o estagio de larva, de cinco
a sete dias para o estagio de ninfa e, de sete a 12 dias para fémeas acasaladas. No ambiente, o
processo de ecdise de larva para ninfa leva de oito a 11 dias e de ninfa para adultos de 11 a 23
dias. O periodo de oviposicao e eclosao das larvas pode variar de 17 a 27 dias (Barros-Battesti;
Arzua; Bechara, 2006), completando o ciclo nessas condi¢bes em até 91 dias (Louly et al.,
2007). Entretanto, em momentos de escassez de hospedeiros, os estagios de R. sanguineus s.l.
podem entrar em estado de diapausa/quiescéncia. Observando uma sobrevivéncia das larvas de
R. sanguineus s.l. ndo alimentadas por até oito meses, enquanto ninfas e adultos, de seis a 19
meses, respectivamente (Dantas-Torres, 2008).

Mesmo com habito monotrépico que leva a ter afinidade por parasitar cées, esse
artropode ja foi relatado infestando diferentes grupos de vertebrados como roedores, coelhos,
gatos, passaros e humanos (Gray et al., 2013). Se tornando importante por além de transmitir
patdgenos para animais, ter potencial em vetorizar patdgenos de carater zoon6tico, como
Rickettisia rickettsii, agente etiolégico da Febre da Maculosa (De Almeida et al., 2012).



2.2 Formas de Controle de Carrapatos

Dentre as formas de controle de carrapatos podemos observar trés principais, sendo:
controle fisico, que consiste na remoc¢édo desses ixodideos do hospedeiro ou do ambiente de
forma manual ou com auxilio ferramentas como armadilha de diéxido de carbono (COy),
arraste de pano (Martins et al., 2016; Pajuaba Neto et al., 2018) ou vassoura de fogo (Fernandes
et al., 2018), controle biol6gico, que consiste na utilizacdo de organismos como fungos,
nematoides e/ou bactérias de acdo entomopatogénicas sobre carrapatos (Ebani; Mancianti,
2021; Samish; Ginsberg; Glazer, 2004); e o controle quimico, que consiste na utilizacdo de
substancias quimicas (sintéticas ou organicas) com acdo carrapaticidas (Obaid et al., 2022;
Otranto et al., 2021).

Atualmente, a principal forma de controle empregada para a reducdo/erradicacdo de
infestacBes por carrapatos é o controle quimico, encontrando como principais grupos de
carrapaticidas usados os organofosforados, formamidinas (amitraz), piretrdides sintéticos,
fenilpirazois (fipronil), disruptores de crescimento e isoxazolinas (Obaid et al., 2022; Otranto
et al., 2021). O modo de acdo desses acaricidas sobre esses artropodes (Tabela 1) ser
classificados em: morte imediata ou efeito “knockdown” (que apresenta a morte do artrépode
nas primeiras horas de exposi¢do), morte tardia (ap6s um certo tempo do contato do carrapato
com a droga, 24 a 48h), repeléncia e, por fim, inibi¢do do desenvolvimento/ecdise (atuando no
metabolismo de quitina e/ou na producdo de horménios envolvidos no desenvolvimento)
(Marchiondo et al., 2013; Otranto et al., 2021).

Quadro 1: Principais grupamentos de carrapaticidas empregados no controle de Rhipicephalus
sanguineus sensu lato e seu modo de agé&o.

CARRAPATICIDAS MODO DE ACAO REFERENCIAS

Inibicdo da acetilcolinesterase, resultando em

Organofosforados . x .
superestimulacdo do sistema nervoso e morte.

Toxicidade induzida com interacdo a receptores de

Formamidinas .
octopamina.

Bloqueio do fechamento dos canais de sodio
dependentes, resultando em um maior influxo de ions

Piretroides Sintéticos - ]
de sodio para dentro da célula, com descarga neural

Obaid et al., 2022

aperiodica.

Blogueio dos receptores GABA e inibicdo da
Fenilpirazéis passagem de ions de cloreto pelos canais de cloreto

fechados por GABA.

Interferéncia na formacao de quitina pela inibicdo de
enzimas envolvidas no processo de ecdise/muda,
resultando exoesqueleto anormal.

Disruptores de
Crescimento

Inibicdo dos canais de cloreto controlados pelo acido Selzer e Epe

Isoxazolinas y-aminobutirico e de cloreto de glutamato. (2021)




Entretanto, devido a maior parte desses grupos de carrapaticidas serem advindos da
agricultura, apresentam diferentes alteragcdes adversas como a neurotoxicidade em vertebrados,
isso devido ao seu modo de ag¢do possuirem canais/vias e receptores do sistema nervoso central
semelhantes aos dos vertebrados (Quadro 1), observando sinais de intoxicacao, como alteracdo
do comportamento, piloerecdo, alteragdo da postura, diarreia (Magalhdes et al., 2018),
alteracdes cardiovasculares, hipotermia, hiperglicemia e midriase transitoria nos individuos
expostos (Andrade et al., 2008).

Outro fator além da neurotoxicidade é o potencial risco de desenvolvimento de cancer
e mutagéneses em pessoas expostas (Moura et al., 2020). Mesmo com a Lei de Agrotdxicos, n°
7802, aprovada em 1989, que proibe o registro de produtos que possam provocar cancer,
defeitos na crianca em gestacdo (teratogénese) e nas células (metagénese), muitos produtos ndo
autorizados ainda sdo encontrados no mercado, isso por conta ao monitoramento flexivel das
politicas publicas (Gurgel; Guedes; Friedrich, 2021; Vinha et al., 2011).

2.2.1 Disruptores de crescimento

Os disruptores de crescimento (DCs) é um grupamento compostos com agao sobre o
desenvolvimento de artrépodes, conhecido como reguladores de crescimento de inseto (IGRs
do inglés “insect growth regulators™). Entretanto, segundo Pener e Dhadialla (2012), o termo é
errado/contraditério, devido moléculas deste agrupamento ndo regularem e, sim, desregularem
o crescimento de insetos/artropodes, sugerindo entdo o uso de IGDs (do inglés “insect growth
disruptors”). Contudo, por alguns compostos terem agdo contra artropodes ndo insetos, no
trabalho, usaremos o termo disruptores de crescimento para abranger compostos 1GDs.

Diferente dos compostos carrapaticidas, que apresentam toxicidade para vertebrados,
por possuirem mecanismos de a¢do em canais e/ou receptores do sistema nervoso central, vias
essas semelhantes tanto em carrapatos quanto nos vertebrados (Magalhaes et al., 2018), os DCs,
agem inibindo a deposi¢cdo de quitina no exoesqueleto do artrpode, ocasionando uma
deposicdo endocuticular anormal, o que reflete em distarbios de ecdise/metamorfose e
consequentemente a morte desses individuos, sendo relatado como de baixa ou de nenhuma
toxicidade para vertebrados, por ndo possuirem essa estrutura (Pener; Dhadialla, 2012).

As moléculas com esse tipo de acdo sdo classificadas em trés tipos: andlogos do
hormdnio juvenil, inibidores de sintese de quitina e agonistas da ecdisona. Os analogos do
horménio juvenil mimetizam a ac¢do do tal horménio nos organismos do artropode e inibe o
processo de ecdise, ja que esse hormonio é responsavel por regular a ecdise/metamorfose do
artropode, no qual em sua presenca nao ha sinalizacdo para inicio do processo de ecdise. Ja 0s
inibidores de sintese de quitina, agem inibindo a sintese e deposi¢cdo de quitina levando ao
crescimento de um novo exoesqueleto anormal. E os agonistas da ecdisona, induzem uma
rapida inibicdo da alimentacdo de estdgios imaturos e um desenvolvimento prematuro de
ecdise/metamorfose, interferindo na formacdo cuticular devido a falta de reserva nutritiva.
Contudo, desses trés tipos, apenas dois possuem grande espaco no mercado para controle de
ectoparasitos de animais vertebrados, que sdo os andlogos do hormdnio juvenil e os inibidores
de sintese de quitina (Junqueira et al., 2019; Pener; Dhadialla, 2012).

Em relacdo aos inibidores de sintese de quitina, a classe das Benzoilfenilureias (BFUSs)
¢ a Unica que agrupam 0s compostos com esse tipo de acdo. Apesar de muitos estudos
demonstrarem a baixa ou nenhuma toxicidade para vertebrados dos compostos dessa classe,
poucos séo os produtos aprovados para controle de infestacGes por ectoparasitos em animais
domésticos encontrando no mercado. Dentre essas BFUs liberadas para uso em animais
encontramos produtos a base de diflubenzuron com agédo contra moscas, novaluron contra
pulgas, teflubenzuron tricodinideos (parasito de animais aquaticos), triflumuron contra moscas
e piolhos, lufenuron contra moscas e tricodinideos e o fluazuron, sendo este o Uinico composto
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com acao comprovada em diferentes estagios de varias espécies de carrapato (Junqueira et al.,
2019).

2.2.1.1 Novaluron

O novaluron ou (z)-1-[3-cloro-4-(1,1,2-trifluoro-2- trifluorometoxietoxi)fenil]-3- (2,6-
difluorobenzoil) ureia, foi uma benzoilfenilureia introduzida no mercado por volta do ano de
1998. Seu uso foi aprovado para protecdo de varios de cultivos na agricultura, sendo indicado
no controle de populagdes de insetos das ordens Hemiptera, Diptera, Lepdoptera e Coleoptera,
possuindo efeito por contato ou ingestdo (Junqueira et al., 2019; Santorum et al., 2021).

Sua acdo sobre artropodes ndo insetos, especificamente carrapatos, foi avaliada por
Lohmeyer, Davey e Pound (2012) sobre o carrapato bovino R. microplus nas doses de
1mL/20kg e 1mL/10kg, observando eficacia de 25% quando aplicado de forma isolada, nas
duas concentracdes testadas, entretanto, sem diferencas significativas em relagdo ao controle.

Logo em seguida, foram registados produtos contendo novaluron associado ao fipronil
para uso no controle de pulgas, carrapatos, piolhos e acaros de cées, porém sem estudos
acessiveis (EPA, 2013; Rust, 2020), e novaluron associado a eprinomectina, para controle do
carrapato bovino (Rhipicephalus microplus) (Jungueira et al., 2019). Contudo em relacdo a
atividade carrapaticida da associacdo de novaluron e eprinomectina, Marciel et al. (2016) ao
avaliarem diferentes cepas de R. microplus expostas a associacdo de novaluron + eprinomectina
na dosagem recomendada, encontraram uma eficacia inferior a 48% sobre fémeas alimentadas
desse carrapato dessa associacdo, sugerindo uma baixa suscetibilidade ou resisténcia de R.
microplus a essa combinagao.

Outra associacdo relatada do novaluron foi com piriproxifen contra diferentes estagios
evolutivos de quatro espécies de carrapato A. americanum, R. annulatus, R. microplus e R.
sanguineus, verificando uma eficécia superior a 90% dessa associacdo, afetando na excrecdo
de metabdlitos e ecdise de larvas e ninfas a partir da concentracio de 4 pg/cm? (Showler et al.,
2019).

2.2.1.2 Triflumuron

Introduzido no final de 1979 e inicio de 1980 para protecao de cultivos, o triflumuron
(2-Cloro-N-[[[4-(trifluorometoxi)fenil]Jamino]carbonil]benzamida) também teve sua utilizacdo
no controle insetos como moscas, pulgas, baratas, mosquitos em biotérios (Jeschke, 2016;
Jungueira et al., 2019). Além de insetos, o triflumuron apresenta acdo acaricida sobre diferentes
estagios do &caro-rajado (Tetranychus urticae), praga agricola que ataca diversos tipos de
culturas observando uma suscetibilidade de 3,8 vezes maior em estagios imaturos (larva,
protoninfa e deutoninfa) em relacdo aos adultos (Saenz-De-Cabezdn; Pérez-Moreno; Marco,
2002; Saenz-De-Cabez6n et al., 2006).

Em animais, o uso de triflumuron ja foi relatado na Australia e Nova Zeléndia no
controle de infestacdo por insetos como piolhos de ovinos, bovinos e equinos (Lowden; Gray;
Dawson, 2007) e pulgas (Junqueira et al., 2019). Como também, em estagios de vida livre
nematoides parasitos de ovinos das espécies Trichostrongylus colubriformis e Haemonchus
contortus nas concentracfes de 1 e de 5 uM, respectivamente (Waller; Lacey, 1986), entretanto,
o efeito de triflumuron contra nematoides ainda ndo é bem descrito em literatura. Apesar desses
relatos, ndo foram encontrados trabalhos desse DCs contra carrapatos, estimulando assim,
novas pesquisas sobre sua a¢ao sobre esses ectoparasitos.



2.2.1.3 Teflubenzuron

Introduzido em 1986 na Tailandia para controle de pragas agricolas, o teflubenzuron (1-
(3,5-dicloro-2,4-difluorofenil)-3-(2,6-difluorobenzoil)), é ainda empregado no controle de
diferentes insetos das ordens Coleoptera, Lepidoptera, Hymenoptera e Diptera (Jeschke, 2016;
Junqueira et al., 2019).

Em animais vertebrados, seu uso é mais descrito como antiparasitario de peixes,
demonstrando eficicia superior a 87,9% contra espécies de tricodinideos (ectoparasitos de
peixes) em concentracdo de 50 mg/L, sem causar mortalidades significativas nos peixes (Ikefuti
etal., 2015).

Contra carrapato, Lee et al. (2015) avaliando a eficacia e o efeito residual de 13
inseticidas sobre ninfas de Haemaphysalis longicornis em trés tratamentos (metade da dose
recomendada, dose recomendada o dobro da dose recomendada) puderam observar mortalidade
de 100% desses ixodideos expostos nos trés tratamentos com teflubenzuron pelo método de
imersdo. Contudo, quando avaliaram o efeito residual da dose recomendada nos dias 1, 7, 14 e
28 utilizando o método de empacotamento em papel filtro, s6 obtiveram mortalidade
significativa do teflubenzuron de 50% nas primeiras 24 horas apds o tratamento.

2.2.1.4 Fluazuron

Diferentes dos outros inibidores de sintese de quitina citados anteriormente que tiveram
seu desenvolvimento primariamente para controle de pragas agricolas, o fluazuron (1-(4-cloro-
3-{[3-cloro-5-(trifluorometil)-2-piridil]oxi}fenil)-3-(2,6-difluorobenzoil)ureia) foi introduzido
no para uso animal durante a década de 1990, sendo a primeira BFU registrada exclusivamente
para controle de carrapatos ixodideos (Bull et al., 1996; Junqueira et al., 2019).

A partir de entdo estudos continuam avaliando a acdo carrapaticida desse composto
frente a diferentes cepas e espécies de carrapatos, com diferentes concentracdes e validando sua
utilizacdo no controle de carrapatos ixodideos (Marciel et al., 2016). Como De Oliveira et al.
(2012a) que avaliando diferentes dosagens de fluazuron sobre ninfas de R. sanguineus buscando
encontrar as doses letais de 50 e 95% (DLsg e DLgs), encontraram a dose de 19,544 mg/kg para
a DLso e 100 mg/kg para DLgs.

No mesmo ano, esse grupo de pesquisa em De Oliveira et al. (2012b), buscaram
verificar as alteracdes teciduais que as doses de 20, 40 e 80 mg/kg poderiam causar em ninfas
de R. sanguineus alimentadas em coelhos previamente tratados, demonstraram por meio da
analise histolégica que o tratamento a partir da dose de 20 mg/kg, prejudicou na formacéo de
novas cuticulas, como também, no processo de ingestdo e absor¢do de sangue do hospedeiro,
indicando um impedimento no desenvolvimento das ninfas e emergéncias de adultos.

Além das alteragbes teciduais Calligaris et al. (2013) avaliando as alteragGes
morfologicas que as doses de 20, 40 e 80 mg/kg poderiam causar em ninfas de R. sanguineus
alimentadas em coelhos previamente tratados, encontraram a partir da dosagem de 20 mg/kg,
alteracdo no formato e tamanho do carrapato, reducdo no tamanho dos palpos e queliceras, na
presenca e morfologia dos festfes e alteracdo da membrana da cuticula.

Em outras espécies de ixodideos, como o carrapato bovino R. microplus, Marciel et al.
(2016) ao avaliar a acdo do fluazuron na dosagem recomendada pelo fabricante em 32
populacdes de fémeas alimentadas de R. microplus alimentadas de diferentes gados bovinos,
encontrou 84,4% (5/32) das populacBes avaliadas suscetiveis ao DCs. Ja Gaudéncio et al.
(2017), objetivando avaliar possiveis mudangas nos parametros biologicos de fémeas de R.
microplus alimentadas em bovinos tratados puderam observar altera¢fes no indice reprodutivo
dessas fémeas exposta, como alteracdo do periodo de postura, peso da massa de ovos e
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eclodibilidade das larvas. Outros autores verificaram alteracdes em metabdlitos oxidativos
(Alves et al., 2021; Gaudéncio et al.,2016) e na dindmica de hemacitos (Alves et al., 2021) de
R. microplus expostas ao fluazuron.

Para Amblyomma sculptum, Borges et al. (2022) avaliando a seguranca da
administracdo de diferentes dosagens por via oral do fluazuron em cobaios Cavia porcellus,
observaram além da seguranca da administracdo do produto, acdo contra larvas de A. sculptum
alimentadas em C. porcellus previamente tratadas com fluazuron a partir da dose de 1 mg/kg,
demonstrando 100% de inibicdo da ecdise a partir dessa dosagem.

2.3 Tipos de Testes in vitro com Carrapaticidas

Atualmente, um dos topicos mais abordados em relacdo ao controle de carrapatos € a
questdo da réapida resisténcia de diferentes compostos presentes no mercado, observando um
padrdo de reducdo em curtos periodos. Isso se da em funcédo da utilizacdo de forma incorreta
desses compostos parasiticidas por tutores e veterinarios no campo (Obaid et al., 2022).

Contudo, dentre as formas de avaliacdo da eficacia de produtos carrapaticidas, as mais
usuais sdo os testes de estabulos e os testes a campo, que avaliam a eficacia de compostos
administrando da forma recomendada diretamente nos animais (Marchiondo et al., 2013;
Otranto et al., 2021). Entretanto, dependendo do nimero de produtos a serem avaliados, isso se
torna inviavel, devido, especialmente, pela utilizacdo animal. Assim, metodologias in vitro se
tornam melhores formas de verificar a eficacia de determinados compostos em populacGes
suscetiveis e/ou resistentes, fornecendo informacdes Uteis sobre o potencial de atividade
carrapaticida de determinados compostos de forma mais controlada (Holdsworth et al., 2022).

Para carrapatos, sdo observadas trés principais metodologias de testes in vitro: de
imersdo, de impregnacdo e de incorporagdo do composto na alimentacdo (Holdsworth et al.,
2022). Na metodologia de imersdo, diferentes quantidades de um dos estagios do carrapato
(larva, ninfa ou adultos) sdo submersas em solucdes por determinado tempo, secas e incubadas
para posteriores avaliagcbes (Drummond et al., 1971). J4 o teste de impregnacdo, diferentes
guantidades de uma fase sdo expostas a um material previamente impregnado com determinado
composto e avaliado sua mortalidade posteriormente (Lee et al. 2015; Shaw, 1966). Ja no teste
de incorporacdo, ocorre a adicdo do composto testado ao alimento do carrapato (Sangue)
(Holdsworth et al., 2022).

A escolha de cada tipo de metodologias dependera do seu propoésito de aplicacdo
somado ao mecanismo de acdo do produto testado, sendo dificil a comparagdo entre si devido
fatores intrinsecos (Travassos; Vallejo-Freire, 1944), sugerindo a busca da que mais se aplica
na determinada avaliag&o.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagéo do Estudo

O estudo foi realizado nas dependéncias do Laboratério de Quimioterapia Experimental
em Parasitologia Veterinaria (LQEPV), do Departamento de Parasitologia Animal (DPA), do
Instituto de Veterinaria (IV), da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ),
localizado no municipio de Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil.

3.2 Obtencao dos Carrapatos

Para realizacdo do estudo, um total de 11040 larvas e 920 fémeas alimentadas de R.
sanguineus s.l. foram obtidas de uma colonia laboratorial oriunda de adultos recuperados de
cdes no municipio de Seropédica-RJ em 1999 e, até o presente momento, mantida em coelhos
(Oryctolagus cuniculus), mesticos da raca Nova Zelandia e California, aprovada pelo Comité
de Etica em Utilizacdo Animal (CEUA-IV-UFRRJ) de nimero de protocolo 9812271021.

3.3 Obtencao das Benzoilfenilureias

Dos compostos utilizados no presente estudo, os fluazuron foi obtido a partir de doacao
da matéria-prima fornecida pela empresa CEVVA e o novaluron, a matéria-prima foi cedida pela
empresa Vetoquinol.

J& para os outros disruptores utilizados neste estudo, foram obtidas suspencGes
comerciais concentradas utilizadas para controle de artropodes que causam danos na agricultura
(pragas agricolas): teflubenzuron (NOMOLT® 150, BASF — 15%) e triflumuron (CERTERO®,
Bayer — 48%)

3.4 Preparacao das DiluicGes

A partir da matéria prima em pd do fluazuron, foi preparado um concentrado
emulsionavel e, em seguida, feita a solucdo mée de 10.000 pg/mL em dimetilsulféxido (DMSO)
2%, acetona 10%, triton-x 2% e N-metilpirrolidona gsp. A partir desta solucdo-mae, foi
realizada uma diluicdo seriada (2:1) onde a primeira concentracdo foi 10 pg/mL com faixa de
concentracdo utilizadas para o teste de imersdo para larvas alimentadas de 5; 2,5; 1,25; 0,625;
0,311; 0,156; 0,078; 0,039; 0,019; 0,009 pg/mL, e para o teste com fémeas alimentadas, a faixa
de concentracdo foi de 3.000; 1.500; 750; 375; 187,5; 93,8; 46,9; 23,4; 11,7; 5,9; 2,9; 1,5; 0,7
pg/mL. Como diluente foi utilizada uma solucéo contendo: DMSO 0,8%, triton-X 0,04%, N-
metilpirrolidona 0,081% e acetona 2,5% agua destilada gsp.).

Como a matéria-prima do novaluron era em po o preparo do concentrado emulsionavel
seguiu a mesma metodologia descrita para o fluazuron, no entanto, a solu¢gdo-mée apresentou
concentracédo de 100.000 pg/mL. A partir desta solu¢do-mae, foi realizada uma diluicéo seriada
(2:1) sendo a primeira concentragdo de 40.000 pg/mL, das quais, foram realizadas sucessivas
dilui¢des de 20.000; 10.000; 5000; 2500; 1250; 625; 312,5; 156,25 e 78,125 pug/mL, em solugéo
diluente, sendo essas concentragdes utilizadas tanto no teste de imerséo de larvas quanto no de
fémeas alimentadas.

Para os concentrados emulsionaveis comerciais de teflubenzuron (15%) e triflumuron
(48%) foram preparadas para cada uma solu¢do mae na concentracéo de 100.000 pg/mL usando
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agua destilada como diluente. A partir dessa solugdo-mée, foram realizadas uma diluicéo
seriada (2:1) com a finalidade de se obter a mesma faixa de concentracdo utilizadas para o
novaluron (40.000 — 78,125 pg/mL) em agua destilada, usando essas faixas de concentragdes
tanto no teste de imerséo de larvas quanto no de fémeas alimentadas.

O grupo placebo so existiu para as BFUs que os testes foram realizados com matéria-
prima doada pela industria farmacéutica. Para os produtos comerciais, ndo foi realizado teste
com placebo pois, por questdes comerciais, as empresas ndo disponibilizam as concentragdes
dos diluentes utilizados no produto, apenas quais existem. Por esse motivo, foi realizado
somente com o controle 4gua. O grupo placebo teve a funcéo de verificar se o diluente apresenta
atividade inibitdria podendo assim centralizar/definir ou nao a atividade aos compostos. Ja o
grupo controle negativo com agua, teve o intuito de validacdo do material utilizado (larvas e
fémeas alimentadas) utilizadas no teste de imerséo.

3.5 Atividade Inibitéria sobre Larvas Alimentadas de Rhipicephalus sanguineus sensu
lato

Para a avaliagdo da atividade BFUs sobre as larvas alimentadas de R. sanguineus s.1.
foi utilizado o teste de imersdo de larvas adaptado de Drummond et al. (1971). Para isso, 30
larvas alimentadas de R. sanguineus s.l. foram acondicionadas em seringas de 3 mL com a
extremidade contraria ao émbolo, cortada e vedada com algoddo. Posteriormente, essas larvas
foram colocadas em copos de poliestireno e imersas em 10 mL durante 10 minutos nas
diferentes concentragdes dos compostos testados, tendo agua e o placebo como controles
negativos. Em seguida, foram filtradas com auxilio de tecido de poliamida (9 x 9 cm), secas
por rolamento em papel toalha e acondicionados em seringas de 3 mL com devida identificacdo.
Cada concentracdo dos compostos testados continha oito repeticdes, feitas em dois dias
diferentes com 4 repeticOes, utilizando novas diluicdes dos compostos e populagdes de larvas
alimentadas em diferentes lotes de coelhos. Ao final desse processo, as seringas eram
armazenadas em camara climatizada com temperatura de 27 + 1°C e umidade de 80 + 10% por
21 dias para posterior verificacdo da inibicdo de ecdise. Apds 21 dias era avaliado o nimero de
larvas e ninfas para calcular o percentual de inibicdo da ecdise (IE) pela seguinte férmula:

IE (%) = (Total de ninfas no grupo controle - Total de ninfas no grupo tratado) x 100
Total de ninfas no grupo controle

3.6 Atividade Inibitéria Sobre Fémeas Alimentadas De Rhipicephalus sanguineus sensu
lato

A avaliagéo da atividade acaricida das BFUs sobre fémeas alimentadas de R. sanguineus
s.l., foi determinada utilizando o teste de imersdo descrito por Drummond et al. (1971). As
fémeas alimentadas de R. sanguineus s.l. foram coletadas por desprendimento natural de
coelhos, lavadas em &gua corrente e secas em papel toalha. Posteriormente, 20 fémeas
alimentadas divididas em duas repeticbes com 10 fémeas cada, foram imersas em 10 mL
durante 5 minutos nas diferentes concentragcdes dos compostos testados, e em seguida, secas
em papel toalha, pesadas separadamente e fixadas dorsalmente com auxilio de fita adesiva dupla
face em placa de petri (90 x 15 mm) com identificacdo individual, para que cada fémea
alimentada representasse uma unidade experimental. As placas eram identificadas e mantidas
em camara climatizada com temperatura de 27 + 1°C e umidade de 80 * 10% por 21 dias para
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oviposicdo das fémeas alimentadas de R. sanguineus s.l. para posteriormente, pesagem da
massa de ovos, das fémeas pos-oviposicao e calculo da eficiéncia reprodutiva (ER)

Apo0s a pesagem da massa de ovos de cada fémea, os ovos foram acondicionados em
seringas de 3 mL adaptadas identificadas e mantidas em camaras climatizadas, nas mesmas
condicBes de temperatura e umidade relativa citada anteriormente, pelo mesmo periodo para
posterior verificacdo da eclosdo das larvas. Para avaliacdo da eclodibilidade foi removida uma
aliquota homogénea do contetdo presente em cada seringa e com auxilio de um contador de
células verificado o percentual de ovos e larvas eclodidas. A porcentagem de eclosédo foi
calculada para cada grupo de concentragdes testadas, e a eficacia de cada acaricida calculada
de acordo com Drummond et al. (1971). A eficiéncia reprodutiva (ER) foi calculada utilizando
a seguinte formula:

ER = (peso da massa de ovos) X (% de eclosdo dos ovos) x 20.000
(peso das fémeas alimentada)

Para a determinacao da eficacia dos compostos testados foi empregada a seguinte formula:

Eficacia (%) = (ER controle — ER tratado) X 100
ER controle

3.7 Analises Estatisticas

Para a analise estatistica, os dados foram agrupados e avaliados quanto a normalidade
utilizando o teste de Shapiro-Wilk, por ndo apresentarem distribuicdo normal, os dados foram
transformados em log10+1 e andlise estatistica foi realizada pelo teste de ANOVA seguida pelo
teste de T com nivel de significancia de 95% (p < 0,05), utilizando o programa computacional
gratuito BioEstat 5.3 (Ayres et al., 2007).

Para a estimativa da concentracdo inibitdria 50 (Clso) foi considerado como individuo
morto toda larva que ndo fizesse ecdise para o estagio de ninfa e, para o teste com fémeas
alimentadas, foi considerado como morto o nimero de larvas que ndo eclodiram dos ovos,
calculados estatisticamente por meio da analise Probit, utilizando o programa computacional
Rstudio Team software (2020, Rstudio: Integrated Development Environment for R. Rstudio,
PBC, Boston, MA, USA) com intervalo de confianca de 95% (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Bioensaio com Larvas Alimentadas de Rhipicephalus sanguineus sensu lato

A andlise dos testes carrapaticidas com os diferentes BFUs em larvas alimentadas de R.
sanguineus permitiu verificar a partir dos grupos controles dgua de cada compostos uma
variagdo do percentual de ecdise de larvas de 88,44% a 98,39%. Resultados esses semelhantes
aos encontrados por Santos (2015) no grupo controle de um estudo in vivo, com caes tratados
com fipronil, fluazuron e a associacgdo de fipronil e fluazuron, observando uma variagdo de
69,80% a 89,60% de ecdise das larvas do grupo controle.

Com relacdo aos disruptores de crescimento testados, o fluazuron, demonstrou inibi¢éo
significativa da ecdise de larvas alimentadas de R. sanguineus a partir da concentracdo de 1,25
pg/mL (73,5%) com inibicdo da ecdise total (100%) na concentracdo de 10 pg/mL (Tabela 1).
Concentracbes essas superiores as encontradas por Borges et al. (2022) ao pesquisarem a
biodisponibilidade do fluazuron em coelhos tratados nas doses 1 mg/kg, 5mg/kg e 10 mg/kg,
observaram uma variacao da concentracdo plasmatica do fluazuron de 0,051 pg/mL a 0,701
pg/mL, onde essas concentrac@es demonstraram atividade inibitoria de 100% tanto para larvas
guanto para ninfas de A. sculptum a partir da menor concentracdo. Entretanto, devido ao fato
do estudo de Borges et al. (2022) ser in vivo temos o fator de forma e tempo de exposicao da
larva a0 composto, 0 que permitiria pressupor que talvez, concentracdes inferiores teriam
resultado proximos da concentracdo 1,25 pg/mL caso aumentassemos o tempo de exposicao
das larvas aos compostos.

Tabela 1: Percentual de inibicao de ecdise de larvas alimentadas de Rhipicephalus sanguineus
exposta ao fluazuron.

Concentraca No de Larvas Ap6s 21 dias de incubacao Inibicéo da Ecdise
0 [png/mL] Incubadas N° Larvas N° Ninfas Corrigida (%0)
Cont. Neg. 244 14 230 02

Placebo 233 10 223 3,0
0,019 252 15 237 02
0,039 239 17 222 3,52
0,078 229 14 215 6,5°
0,156 236 14 222 3,52
0,311 222 22 200 13,07
0,625 233 53 180 21,7°

1,25 235 174 61 73,5°
2,5 228 204 24 89,6°
5 234 227 7 96,9°
10 234 234 0 100,0°

N°= numero; Cont. Neg. = controle negativo [4gua destilada]; Placebo [Dimetilsulféxido 0,8%,
Acetona 2,5%, Triton-X 0,04%, N-metilpirrolidona 0,081% e agua destilada gsp. Do volume final].
Comparacdo estatistica realizada pelo teste de ANOVA com intervalo de confianca de 95% (p < 0,05).
Letras diferentes 2® demonstram diferenca estatistica entre as concentragdes.

Para o composto novaluron foi observado uma pequena variagdo da inibigcéo da ecdise
até a concentracao de 10.000 pug/mL, contudo, sem diferenca estatistica significativa (p > 0,05)
em relacdo ao controle, porém nas concentragdes de 20.000 e 40.000 pg/mL notou-se diferenca
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estatistica significativa (p < 0,05) com taxa de inibi¢do de 65,9 e 98,7%, respectivamente, frente
esse estagio (Tabela 2).

Tabela 2: Percentual de inibicao de ecdise de larvas alimentadas de Rhipicephalus sanguineus
exposta ao novaluron.

Concentragdo No de Larvas Apds 21 dias de incubagéo Inibicio da Ecdise
[ug/mL] Incubadas N° Larvas N° Ninfas Corrigida (%)
Cont. Neg. 248 4 244 Oa

Placebo 234 4 230 5,72
78,125 228 8 220 9,8°
156,25 233 2 231 532
3125 222 4 218 10,72
625 231 7 224 8,22
1250 229 9 220 9,8°
2500 230 2 228 6,5°
5000 239 6 233 4,52
10000 238 8 230 5,7
20000 237 154 83 65,9°
40000 218 214 4 98,7°

N°= numero; Cont. Neg. = controle negativo [agua destilada]; Placebo [Dimetilsulféxido 0,8%,
Acetona 2,5%, Triton-X 0,04%, N-metilpirrolidona 0,081% e agua destilada gsp. Do volume final].
Comparacdo estatistica realizada pelo teste de ANOVA com intervalo de confianga de 95% (p < 0,05).
Letras diferentes 2 demonstram diferenca estatistica entre as concentragges.

Jé& para os compostos teflubenzuron (Tabela 3) e triflumuron (Tabela 4) foi observado
uma nula suscetibilidade de larvas alimentadas de R. sanguineus s.l. aos compostos, nao
demonstrando capacidade de inibi¢do da ecdise de larvas.

Tabela 3: Percentual de inibi¢ao de ecdise de larvas alimentadas de Rhipicephalus sanguineus
exposta ao teflubenzuron.

Concentragao No de Larvas Apos 21 dias de incubacéo Inibicdo da Ecdise
[ng/mL] Incubadas N° Larvas N° Ninfas Corrigida (%0)

Cont. Neg. 225 26 199 0
78,125 225 15 210 0
156,25 240 21 219 0
3125 219 18 201 0
625 230 20 210 0
1250 235 31 204 0
2500 226 18 208 0
5000 234 22 212 0
10000 233 15 218 0
20000 261 18 243 0
40000 219 15 204 0

N°= numero; Cont. Neg. = controle negativo [agua destilada].
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Tabela 4: Percentual de inibi¢do de ecdise de larvas alimentadas de Rhipicephalus sanguineus
exposta ao triflumuron.

Concentracao No de Larvas Apos 21 dias de incubacdo Inibicdo da Ecdise

[Hg/mL] Incubadas No Larvas No Ninfas Corrigida (%)
Cont. Neg. 204 31 173 0
78,125 233 31 202 0
156,25 218 24 194 0
312,5 205 30 175 0
625 224 51 173 0
1250 206 29 177 0
2500 230 34 196 0
5000 227 27 200 0
10000 221 31 190 0
20000 239 30 209 0
40000 228 36 192 0

N°= numero; Cont. Neg. = controle negativo [agua destilada].

Apesar do teflubenzuron ndo apresentar inibicdo sobre estdgio mais suscetivel de R.
sanguineus, estudos como o de Lee et al. (2015) avaliando a atividade acaricida de diferentes
inseticidas comerciais contra o estigio de ninfa do ixodideo Haemaphysalis longicornis,
encontraram atividade inibitoria de 100% de ecdise pelo compostos teflubenzuron em teste de
imersdo. O que se faz questionar se o resultado encontrado para o teflubenzuron é devido a ndo
acao inibitoria de ecdise contra carrrapatos ou uma menor suscetibilidade de R. sanguineus ao
composto, visto que, Lee e colaboradores utilizaram um teste com 0 mesmo principio ao do
presente estudo.

Outro composto avaliado que ndo demonstrou acdo sobre larvas alimentadas de R.
sanguineus foi o triflumuron, BFU com atividade relatada contra diferentes grupos de insetos
urbanos (Jeschke, 2016; Junqueira et al., 2019). Contudo, segundo Saenz-De-Cabezon, Pérez-
Moreno e Marco (2002) esse composto possui também possui acdo contra artropodes nao
insetos como Tetranychus urticae (acaro rajado), espécie de acaro considerado uma praga
agricola pertencente a subclasse Acari e familia Tetranychidae, demonstrando a¢do com Clso
de 1180 pg/mL. Faixa essa dentro das concentrac@es testadas no presente estudo, porém sem
resultados semelhantes para o estagio de larva do carrapato R. sanguineus.

A andlise da Clsg permitiu obter valor de 0,7 pg/mL para fluazuron e 21.462,1 pg/mL
para o novaluron (Tabela 5), demonstrando uma diferenca de 30.660,14 vezes entre esses
compostos. Para o triflumuron e o teflubenzuron, devido ndo terem tido eficécia contra larvas
alimentadas de R. sanguineus s.1., ndo foi possivel calcular o valor da Clso.
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Tabela 5: Valores de concentragdo inibitoria de 50, Slope, Coeficiente de correlacio (R?), Qui-
Quadrado e p-value de fluazuron e novaluron sobre ecdise de larvas alimentadas de
Rhipicephalus sanguineus.

CLsp (ug/mL)
Slope R? Qui-quadrado p
Estimada Limite inferior Limite superior
Fluazuron
0,7 0,6 0,8 1,692 0,809 55,0 1
Novaluron
21462,1 18076,2 26141,6 1,334 0,984 48,1 1

Ao comparar o resultado do novaluron com o fluazuron, podemos nos questionar com
relagdo ao novaluron, se é realmente satisfatdrio seu resultado de inibi¢éo, devido mesmo com
atividade inibitdria na ecdise de larvas, precisaria de maior quantidade de matéria prima, em
relacdo ao fluazuron, para produzir um produto com eficacia semelhante. O que poderia
encarecer o produto e/ou gerar mais contaminantes para o ambiente.

Porém alternativas como associacdes vem demonstrando beneficios, permitindo reduzir
a concentracdo/dosagem dos compostos, sem perda da atividade como demonstrado por
Showler et al. (2019) que ao avaliarem a acdo da associacdo do novaluron com o piriproxifen
sobre diferentes estagios das espécies de carrapatos R. sanguineus e Amblyomma americanum
encontraram acao nas concentracdes de 0,04 pg/mL a 0,16 pg/mL, concentracBes essas
menores que as avaliadas no presente estudo, porém com tempo e tipo de exposic¢do diferentes.

4.2 Bioensaio com Fémeas Alimentadas de Rhipicephalus sanguineus sensu lato

Com a analises dos dados de 920 fémeas alimentadas de R. sanguineus s.l. expostas aos
diferentes compostos da classe das BFUs testados foi observado uma média de pesos entre 0s
grupos fluazuron (Tabela 6), novaluron (Tabela 7), teflubenzuron (Tabela 8) e triflumuron
(Tabela 9) de 0,163 + 0,001g, 0,168 + 0,003g, 0,175 + Og e 0,169 + 0,001g, respectivamente,
demonstrando homogeneidade do estudo. Resultados esses que corroboram com 0s testes
desenvolvidos por Avelar (2018) e Santos (2019) que avaliando a acdo de diferentes DCs sobre
fémeas alimentadas de Rhipicephalus microplus e Dermacentor nitens, respectivamente, in
vitro ndo identificaram diferencas estatisticas no peso de fémeas tratadas com os disruptores de
crescimento em teste de imers&o.
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Tabela 6: Média e desvio padrdo do indice nutricional de fémeas alimentadas (teledginas)
Rhipicephalus sanguineus expostas a diferentes concentracdes de fluazuron.

Concentragcéo Peso das Peso das Peso das Indice de
[ng/mL] Teledginas (g) Posturas (g) Quendginas (g) nutrigdo (%)
Cont. neg. 0,164°+0,001 0,102°+0,001 0,029%+0,002 74,811
Placebo 0,164+0,001 0,100%+0,005 0,030%+0,006 73,7°+2,6
59 0,163%+0,000 0,102°+0,003 0,028°+0,000 76,6°+2,3
11,7 0,163+0,002 0,100%+0,002 0,030%+0,001 75,4121
23,4 0,163%+0,000 0,102%+0,002 0,029%+0,001 76,2°+0,0
46,9 0,162°+0,001 0,101°+0,002 0,030°+0,001 76,1°+2,1
93,8 0,164+0,001 0,103%+0,000 0,030%+0,001 76,8°+1,0
187,5 0,163%+0,004 0,111%+0,003 0,028%+0,001 82,55,1
375 0,163%+0,002 0,104°+0,002 0,029°+0,001 77,3*+0,5
750 0,164+0,003 0,097%+0,005 0,032%+0,007 73,2°+1,7
1500 0,156+0,007 0,096°+0,003 0,028%+0,001 75,1*+0,8
3000 0,164°+0,000 0,098°+0,004 0,031°+0,000 73,4415

Cont. Neg. = controle negativo [agua destilada]; Placebo [Dimetilsulféxido 0,8%, Acetona 2,5%,
Triton-X 0,04%, N-metilpirrolidona 0,081%, &gua destilada gsp. do volume final]. Comparagéo
estatistica realizada pelo teste de ANOVA com intervalo de confianca de 95% (p < 0,05). Letras
diferentes ° demonstram diferenca estatistica entre as concentragoes

Tabela 7: Média e desvio padrdo do indice nutricional de fémeas alimentadas (teledginas)
Rhipicephalus sanguineus expostas a diferentes concentragdes de novaluron.

Concentragéo Peso da Peso da Peso das indice de
[Hg/mL] Telebginas (g) Posturas (Q) Quendginas (g) nutricao (%)
Cont. neg. 0,168%+0,001 0,106%+0,000 0,0332+0,001 77,741,934
Placebo 0,166%+0,004 0,1042+0,002 0,0332+0,001 78,4°+0,407
78,125 0,168%+0,004 0,104+0,001 0,0332+0,000 76,742,136
156,25 0,169%+0,003 0,105%+0,003 0,0332+0,001 76,6°£0,348
3125 0,1672+0,003 0,102+0,001 0,0332+0,000 76,1°4£0,929
625 0,167+0,010 0,1012+0,005 0,0322+0,000 75,8°4£0,081
1250 0,169+0,000 0,105%+0,001 0,0332+0,001 77,420,457
2500 0,168%+0,011 0,103+0,003 0,0322+0,001 75,742,110
5000 0,1712+0,003 0,1012+0,005 0,0332+0,003 73,122,279
10000 0,162%+0,003 0,102+0,001 0,0322+0,001 78,6°£1,725
20000 0,166%+0,003 0,102%+0,006 0,0322+0,002 76,341,707
40000 0,168%+0,013 0,097%+0,010 0,036+0,003 71,9°+2,609

Cont. Neg. = controle negativo [agua destilada]; Placebo [Dimetilsulfoxido 0,8%, Acetona 2,5%,
Triton-X 0,04%, N-metilpirrolidona 0,081%, agua destilada gsp. do volume final]. Comparacéao
estatistica realizada pelo teste de ANOVA com intervalo de confianga de 95% (p < 0,05). Letras
diferentes 2° demonstram diferenca estatistica entre as concentragdes.
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Tabela 8: Média e desvio padrdo do indice nutricional de fémeas alimentadas (teledginas)
Rhipicephalus sanguineus expostas a diferentes concentracdes de teblubenzuron,

Concentracao Peso das Peso das Peso das indice de nutrigdo
[ug/mL] Teledginas (g)  Posturas (g) Quendginas (g) (%)

Cont. neg. 0,173?+0,001  0,104°+0,002  0,029°+0,003 71,942,823
78,125 0,1732+0,002  0,104°t0,005  0,032°+0,001 75,1°42,640
156,25 0,175%+0,000  0,107£0,000  0,029°+0,001 72,7°+0,857
3125 0,176°+0,000  0,105°+0,003  0,031°+0,002 72,6°£0,796
625 0,175*+0,001  0,111°0,005  0,027°+0,001 76,4°+5,702
1250 0,176°+0,000  0,105°t0,002  0,030°+0,002 71,740,034
2500 0,175*+0,000  0,105°t0,000  0,028%t0,000 71,4°4+0,505
5000 0,176*+0,001  0,106°t0,000  0,030°+0,000 72,840,643
10000 0,175*+0,000  0,104°t0,003  0,031°+0,003 72,1°40,155
20000 0,175%+0,000  0,1072£0,005  0,030°+0,001 74,6°+4,554
40000 0,176*+0,001  0,106°t0,003  0,028%+0,001 71,340,835

Cont. Neg. = controle negativo [agua destilada]. Comparacéo estatistica realizada pelo teste de
ANOVA com intervalo de confianca de 95% (p < 0,05). Letras diferentes 2° demonstram diferenca
estatistica entre as concentragdes.

Tabela 9: Média e desvio padréo do indice nutricional de fémeas alimentadas (teledginas)
Rhipicephalus sanguineus expostas a diferentes concentragées de triflumuron,

Concentracao Peso da Peso das Peso das Indice de
[ng/mL] Teledginas (g) Posturas (g) Quendginas (g) nutricao (%)
Cont. neg. 0,168°+0,001 0,1082+0,002 0,030+0,001 78,6°+1,117
78,125 0,169°+0,001 0,110°+0,001 0,031%+0,001 79,1°+1,020
156,25 0,168°+0,001 0,109°+0,000 0,030°+0,000 78,4°+0,196
312,5 0,169°+0,001 0,109°+0,000 0,031%+0,001 78,3%+0,748
625 0,169°+0,003 0,104°+0,004 0,034°+0,005 75,1*+0,174
1250 0,169°+0,001 0,106°+0,002 0,033%+0,001 78,3%+1,376
2500 0,170°+0,003 0,106°+0,002 0,031°+0,001 76,6°+2,390
5000 0,169°+0,000 0,107%+0,003 0,0322+0,002 78,0°+0,402
10000 0,168%+0,000 0,114°+0,006 0,0312+0,001 84,344,272
20000 0,168%+0,002 0,109°+0,001 0,029°+0,001 77,7°+0,085
40000 0,167°+0,003 0,109°+0,002 0,030°+0,001 79,0°+0,378

Cont. Neg. = controle negativo [agua destilada]. Comparagdo estatistica realizada pelo teste de
ANOVA com intervalo de confianca de 95% (p < 0,05). Letras diferentes ° demonstram diferenca
estatistica entre as concentragdes.
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Outro dado coletado que quando submetido a comparagdo estatisticas também néo
demonstro diferenca significativa em relacdo ao controle de cada composto, foi o peso de
postura, com médias entre os grupos de 0,102 + 0,003g para fluazuron, 0,102 + 0,002g para
novaluron, 0,105 + 0,003g para teflubenzuron e 0,109 + 0,002g para o triflumuron.

Com a coleta do peso das fémeas alimentadas e das suas posturas, foi possivel calcular
o indice de nutricdo dessas fémeas, demonstrando o quanto do seu peso corporal foi convertido
em massas de ovos (Bennett, 1974). Entretanto, ao verificar a possivel interferéncia das
concentracdes dos compostos testados frente a essa conversdo, ndo foi observado diferencas
significativas quando comparadas aos seus respectivos controles, permitindo presumir ao
observar as tabelas acima, variacdo do indice nutricional de fémeas alimentadas de R.
sanguineus s.l. de 71,3 + 0,83% a 84,3 + 4,27%. Resultado esse semelhante ao encontrado por
Santos (2019) quando avaliaram a atividade do fluazuron em fémeas alimentadas de D. nitens
em metodologia in vitro e Gaudéncio et al. (2017) em fémeas de R. microplus alimentadas de
animais tratados com fluazuron. Isso devido as BFUs com atividade de inibicdo de sintese de
quitina afetarem principalmente nas fases de metamorfose (embriogénese e ecdise) e ndo na
oviposicdo (Junqueira et al., 2019; Obaid et al., 2022).

O periodo de inicio do processo de oviposicdo (periodo de pré-postura) de fémeas
alimentadas de R. sanguineus s.l. expostas aos diferentes compostos DCs testados (fluazuron,
novaluron, triflumuron e teflubenzuron) ndo demonstrou diferencas significativas dentre cada
compostos testados em relacdo aos seus respectivos controles (Tabela 10), podendo observar
uma variacdo de dois a seis dias para inicio, tendo 3,71+0,15 dias como média. Resultado esse
que vai de encontro ao relatado por Koch (1982) que estudando a oviposicdo de R. sanguineus
em condi¢es laboratoriais encontrou como média de periodo pré-oviposicao entre 3,69 e 4,09
dias.

Tabela 10: Média e desvio padrdo dos periodos de pré-postura, em dias, para fémeas
alimentadas dos carrapatos Rhipicephalus sanguineus ap0s a exposicdo a diferentes
concentragdes dos disruptores de crescimento: fluazuron, novaluron, teflubenzuron e
triflumuron.

Concentracdo Fluazuron | Concentracdo Novaluron Teflubenzuron  Triflumuron
Cont. Neg. 3,7%+0,2 Cont. Neg. 4,4*+0,07 3,5%+0,28 3,2°+0,14
Placebo 3,9%40,3 Placebo 4,5%+0,21 --- ---

5,9 3,7°+0 78,125 4,4°+0,14 3,4°+0,07 3,340,42
11,7 3,8+0,4 156,25 4,4°+0,33 3,6°+0,07 3,5%40,21
23,4 3,6°+0 312,5 4,4*+0,10 3,2%+0,28 3,4%+0,07
46,9 3,7°40,2 625 4,4°+0,18 3,340,28 3,340,21
93,8 3,840,4 1250 4,5°+0,04 3,4°+0,07 3,4°+0,07
187,5 3,70 2500 4,3*+0,17 3,4°4+0,14 3,1+0,07
375 3,540 5000 4,6°£0,12 3,3%+0,21 3,5%+0,35
750 3,7°40 10000 4,4°+0,18 3,4°40,14 3,2°+0,07
1500 3,440 20000 4,4*+0,05 3,1°+0,21 3,1+0,07
3000 3,740,1 40000 4,5°+0,11 3,3°+0,21 3,2°+0,07

Cont. Neg. = controle negativo [agua destilada]; Placebo [Dimetilsulfoxido 0,8%, Acetona 2,5%,
Triton-X 0,04%, N-metilpirrolidona 0,081%, agua destilada gsp. do volume final]. Comparacédo
estatistica realizada pelo teste de ANOVA com intervalo de confianga de 95% (p < 0,05). Letras
diferentes 2 demonstram diferenca estatistica entre as concentracoes.

Ja em relacdo a eficiéncia reprodutiva e inibicdo da ecloséo de larvas de R. sanguineus
s.l. o disruptor de crescimento, fluazuron, demonstrou reducdo significativa da eficiéncia
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reprodutiva de fémeas alimentadas de R. sanguineus s.l., como também, na inibicéo
significativa da eclodibilidade de larvas de R. sanguineus s.l. nas concentragdes de 375, 750,
1500 e 3000 pg/mL (Tabela 11), apresentando eficicia de 37,6%, 80,3% 89,9% e 90,6%
respectivamente. Com isso, foi possivel calcular a Clso, encontrando a concentragéo de inibi¢éo
de 50% da ecloséo de larvas de 347,7 ug/mL (Tabela 12).

Tabela 11: Média e desvio padrdo do peso das fémeas alimentadas (teledginas), do peso da
postura, da eclodibilidade, da eficiéncia reprodutiva e da eficacia do fluazuron sobre fémeas
alimentadas de Rhipicephalus sanguineus.

Concentragéo Peso das Pesodas  Eclodibilidade Eficiéncia Eficacia

[ug/mL] Telebginas (g) Posturas (g) (%) Reprodutiva (%)
Controle gua  0,164°+0,001  0,102+0,001 64,0°+0,6 802008,4°+93089,7 0
Placebo 0,164°+0,001  0,100%+0,005 65,6°+13, 822081,6°+107191,0 0
59 0,163°+0,000  0,102°+0,003 75,1°+3,0 941429,3%+51536,8 0
11,7 0,163%+0,002  0,100%+0,002  74,1°+14,4  913049,5+152719,3 0
23,4 0,163°+0,000  0,102%+0,002 85,3%+1,1 1065037,9%+159001,8 0
46,9 0,162°+0,001  0,101*+0,002  73,2°+10,3 913769,1°+67685,3 0
93,8 0,164°+0,001  0,103%+0,000 67,3°+0,2 856783,6°+20361,6 0
187,5 0,163*+0,004  0,111°+0,003  61,8+18,2  851503,2°+137742,4 0

375 0,163%+0,002  0,104°+0,002 39,6°+4,1 494439,8°+126248,0 37,6

750 0,164°+0,003  0,097%+0,005 13,2°+2,8 156062,5°+96849,0 80,3

1500 0,156°+0,007  0,096°+0,003 6,5°+0,1 79810,6"+18197,2 89,9

3000 0,164°+0,000  0,098%+0,004 5,8"+1,3 74372,7°+17895,1 90,6

Cont. Neg. = controle negativo [agua destilada]; Placebo [Dimetilsulféxido 0,8%, Acetona 2,5%,
Triton-X 0,04%, N-metilpirrolidona 0,081%, agua destilada qsp. do volume final]. Comparacédo
estatistica realizada pelo teste de ANOVA com intervalo de confianca de 95% (p < 0,05). Letras
diferentes ° demonstram diferenca estatistica entre as concentracdes.

Tabela 12: Valores de concentragdo inibitéria 50, Slope, Coeficiente de correlagdo (R?), Qui-
Quadrado e p-value de fluazuron frente a fémeas alimentadas do carrapato Rhipicephalus
sanguineus.

Clso (ug/mL)

ui-
Estimad  Limite Limite Slope R? qugdrado P
a inferior superior
347,7 157,1 1070,3 0,566 0,838 59,3 1

Esses resultados de eficacia do fluazuron em R. sanguineus sdo semelhantes aos
demonstrados por Avelar (2018) em estudo in vitro de imersdo de fémeas alimentadas do
carrapato bovino R. microplus, onde a autora em trés avaliagcdes distintas encontrou como
eficacias de 63,3%, 85,1% e 99,87% para as concentra¢cdes de 750, 1500 e 3000 pg/mL. Ja
Santos (2019) utilizando da mesma metodologia com D.nitens, carrapato da orelha do cavalo,
pode observar um inicio de interferéncia na eclodibilidade significativa na concentracdo de 500
pg/mL. Observando a CLso do fluazuron para D. nitens de 155,35 pg/mL, resultado esse cerca
de 2 vezes inferior ao encontrado para R. sanguineus no presente estudo, o que pode sugerir
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uma maior sensibilidade do ixodideo D. nitens ao fluazuron quando comparado ao R.
sanguineus.

Para o composto novaluron apesar da eficacia de 22,6% sobre fémeas alimentadas de R.
sanguineus s.l. na concentracdo de 40000 pg/mL, esta ndo foi significativo devido néo
apresentar diferencas estatistica significativas na eclodibilidade das larvas e eficiéncia
reprodutiva quando comparado ao seu controle (Tabela 13). Com isso, nédo foi possivel calcular
a CLso.

Tabela 13: Média e desvio padrdo do peso das fémeas alimentadas (teledginas), do peso da
postura, da eclodibilidade, da eficiéncia reprodutiva e da eficacia do novaluron sobre fémeas
alimentadas de Rhipicephalus sanguineus.

Concentragéo Peso das Pesodas  Eclodibilidade Eficiéncia Eficacia
[ug/mL] Telebginas (g) Posturas (Q) (%) Reprodutiva (%)
Controle gua  0,168%+0,001  0,106°+0,000 81,5+6,3  1032767,1°+127001,9 3,0
Placebo 0,166°+0,004  0,104*+0,002 80,3°+7,7  1018026,6°+132228,5 4,3
78,125 0,168°+0,004  0,104°+0,001  76,7°+12,9  938599,4°+246936,4 11,8
156,25 0,169°+0,003  0,105+0,003  71,6°+16,2  890799,6°+267701,8 16,3
312,5 0,167°+0,003  0,102°+0,001 83,2°+2,3 1017170,4°£378045 4,4
625 0,167%+0,010  0,101*+0,005 82,1°+0,0 988288,1°+13422,0 7,1
1250 0,169%+0,000  0,105%+0,001 74,2°+2,0 926827,4°+22197,2 12,9
2500 0,168°+0,011  0,103+0,003 79,1°49,2 963059,0%+147555,9 9,5
5000 0,171%+0,003  0,101*+0,005 70,7°+4,3 828909,2+71237,1 22,1
10000 0,162°+0,003  0,102°+0,001 79,6°+6,3 997622,6°+112707,0 6,3
20000 0,166°+0,003  0,102+0,006 79,4441 983904,5°+53480,5 7,6
40000 0,168+0,013  0,097%+0,010 69,4°+0,4 824253,8°+11498,2 22,6

Cont. Neg. = controle negativo [agua destilada]; Placebo [Dimetilsulféxido 0,8%, Acetona 2,5%,
Triton-X 0,04%, N-metilpirrolidona 0,081%, agua destilada qsp. do volume final]. Comparacédo
estatistica realizada pelo teste de ANOVA com intervalo de confianca de 95% (p < 0,05). Letras
diferentes ° demonstram diferenca estatistica entre as concentragdes.

Esses resultados de eficacia do novaluron encontrados em fémeas alimentadas de R.
sanguineus foi semelhante ao encontrado por Lohmeyer, Davey, Pound (2012) em um estudo
in vivo quando avaliaram dois tratamentos de 1mL/20kg e 1mL/10kg de um produto comercial
a base de novaluron em bovinos infestados com R. microplus, ndo observando diferencas
estatisticas significantes entre os parametros avaliados dos grupos tratados e do controle, apenas
uma eficacia de 24,8% e 26,8%, respectivamente, porém sem diferencas significativas.

Apesar disso, a industria buscou formas de manter a utilizagdo do novaluron contra o
carrapato, como foi o caso do langamento do produto com associacdo de novaluron e
eprinomectina. Entretanto, quando avaliado a campo por Marciel et al. (2016) com diferentes
cepas de R. microplus, os autores puderam concluir que ou as cepas testadas j& demonstravam
resisténcia aos compostos ou elas tinham uma baixa suscetibilidade & associacdo, isso por
demonstrar eficacia menor que 48% quando comparada com o fluazuron.

Ja em relagdo ao teflubenzuron e triflumuron ndo foram observadas atividades sobre a
eclodibilidade das larvas quando comparados aos seus controles, ndo demonstrando alteracédo
na eficiéncia reprodutiva desse carrapato (Tabela 14 e 15), podendo com isso verificar uma taxa
de ecloséo de larvas de R. sanguineus s.l. variando de 61,8 a 87,5%.
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Tabela 14: Media e desvio padrdo do peso das fémeas alimentadas (teledginas), do peso da
postura, da eclodibilidade, da eficiéncia reprodutiva e da efic&cia do teflubenzuron sobre fémeas
alimentadas de Rhipicephalus sanguineus.

Concentracéo Peso das Pesodas  Eclodibilidade Eficiéncia Eficacia
[ng/mL] Teledginas (g) Posturas (g) (%) Reprodutiva (%)
Controle agua  0,173°+0,001  0,104*+0,002 74,8°+3,3 901464,0°+41507,5 33
78,125 0,173%+0,002  0,104°+0,005 71,414 860711,3°+5086,1 7,7
156,25 0,175%+0,000 0,107%+0,000 81,5+0,1 991132,8°+2760,4 0
312,5 0,176°+0,000 0,105%+0,003 69,8°+2,5 834007,9°+71022,7 10,5
625 0,175%+0,001  0,111°+0,005 76,5+1,2 957490,7°+£51194,4 0
1250 0,176°+0,000 0,105%+0,002 82,0°+4,8 983971,1°+74372,8 0
2500 0,175°+0,000 0,105%+0,000 72,5°+0,8 869911,6°+5383,8 6,7
5000 0,176°+0,001  0,106°+0,000 87,5+1,8 1053750,1%+41446,9 0
10000 0,175°+0,000 0,104*+0,003 78,3°+0,9 930519,6°+47764,3 0,2
20000 0,175%+0,000 0,107%+0,005 75,8°+1,5 939171,3%+33174,4 0
40000 0,176°+0,001  0,106°+0,003 82,5°+8,8 993424,3°+125148,0 0

Tabela 15: Média e desvio padrdo do peso das fémeas alimentadas (teledginas), do peso da
postura, da eclodibilidade, da eficiéncia reprodutiva e da eficacia do triflumuron sobre fémeas
alimentadas de Rhipicephalus sanguineus.

Concentragéo Peso das Peso das Eclodibilidade Eficiéncia Eficacia
[Hg/mL] Teledginas (g)  Posturas (g) (%) Reprodutiva (%)
Controle agua  0,168°+0,001  0,108%+0,002 69,2°4£0,7 898538,0°+12819,5 0
78,125 0,169*+0,001  0,110%+0,001 87,2447 1132496,3*+99321,7 0
156,25 0,168?+0,001  0,109°+0,000 83,4°+0,7 1074624,3°*+8851,7 0
3125 0,169*+0,001  0,109%+0,000 85,8%+4,8 1107282,4°+96814,4 0
625 0,169*+0,003  0,104°+0,004 67,0°411,3  805470,4°+138985,0 7,6
1250 0,169*+0,001  0,106%+0,002 64,2°42,9 816143,3°+83066,1 6,4
2500 0,170%+0,003  0,106%+0,002 70,4°£10,0  870894,3°+144067,5 0,1
5000 0,169*+0,000  0,1072+0,003 67,9°+4,5 859074,2°+105827,1 1,5
10000 0,168*+0,000  0,114%+0,006 61,8%45,8 882727,3*+23639,1 0
20000 0,168*+0,002  0,109%+0,001 74,0°47,3 957907,6°£140453,3 0
40000 0,1672+0,003  0,109%+0,002 65,9°+2,4 864919,7°+61371,3 0,8

Apesar do teflubenzuron apresentar acdo contra ectoparasitos de peixes e outros

vertebrados aquaticos (lkefuti et al., 2015) e ter demonstrado atividade contra o ixodideo
Haemaphysalis longicornis em teste de imers@o de ninfas em diferentes doses de tratamento
(Lee etal., 2015), e o triflumuron, ter agdo contra diferentes grupos de insetos urbanos (Jeschke,
2016; Junqueira et al., 2019) e Tetranychus urticae (acaro rajado) (Sédenz-De-Cabezon; Pérez-
Moreno; Marco, 2002) nenhum desses compostos demonstrou qualquer tipo de atividade
significativa frente aos estagios de larva ou fémea alimentada do carrapato R. sanguineus no
presente estudo.
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O que faz questionar do porqué determinados compostos do mesmo grupo das BFUs
com acdo de inibicdo da sintese de quitina apresentaram resultados diferentes frente aos
mesmos estagios de organismos alvos? Devido a falta de resposta, isso reforca a importancia
de estudos que tenha como objetivo esclarecer os mecanismos de acéo reais dos inibidores de
sintese de quitina, para poder assim, entender melhor como esses compostos afetam os
individuos susccetiveis.

Deste modo, o presente estudo pode fornecer dados relacionados a biologia de R.
sanguineus s.l. e suas diferentes sensibilidades a compostos pertencentes a classe das
benzoilfenilureias. Podendo auxiliar demais pesquisadores em estudos com esses disruptores
de crescimento.
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5 CONCLUSOES

Em conclusdo, foi verificada a acao atividade do fluazuron frente aos estagios de larva
e fémeas alimentadas de R. sanguineus s.l.

O composto novaluron, demonstrou apenas atividade na inibicdo da ecdise de larvas
alimentadas de R. sanguineus s.l., entretanto, em concentragGes superiores ao fluazuron.

Os compostos teflubenzuron e triflumuron ndo demonstraram acéo contra larvas nem
em fémeas alimentadas de carrapatos da espécie R. sanguineus s.1..
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7 ANEXOS

Anexo A — Tabela dos dados brutos do teste de imersdo de larvas alimentadas de
Rhipicephalus sanguineus em diferentes concentracdes do fluazuron

Data da . . n° de larvas n° de n° de ninfas % de % de
Grupos leitura Repetigdes mortas ninfas vivas mortas Total ecdise mortalidade
1 1 29 0 30 96,67 3,33
Lafjuli2s 2 0 27 0 27 100,00 0,00
3 2 26 0 28 92,86 7,14
) 4 0 27 0 27 100,00 0,00
Agua 5 5 24 0 29 82,76 17,24
. 6 2 41 0 43 9535 4,65
21/jul/z3 7 3 26 0 29 8966 10,34
8 1 30 0 31 96,77 3,23
TOTAL 14 230 0 244 9426 574
1 2 23 0 25 92,00 8,00
. 2 1 24 0 25 96,00 4,00
14/julf23 3 4 24 1 29 8621 17.24
4 1 27 0 28 96,43 3,57
Placebo 5 1 37 0 38 97,37 2,63
. 6 1 28 0 29 96,55 3,45
21/julizs 7 0 30 0 30 100,00 0,00
8 0 30 0 30 100,00 0,00
TOTAL 10 223 1 234 9557 4,86
1 1 26 0 27 96,30 3,70
. 2 1 27 0 28 9643 3,57
14/juli23 3 3 27 0 30 90,00 10,00
4 2 31 0 33 9394 6,06
0,019 5 0 34 0 34 100,00 0,00
. 6 1 28 0 29 9655 3,45
21/julz3 7 4 30 0 34 8824 11,76
8 3 34 0 37 91,89 8,11
TOTAL 15 237 0 252 9417 5,83
1 0 30 0 30 100,00 0,00
_ 2 1 26 0 27 96,30 3,70
14/julizs 3 1 33 1 3B 97,14 571
4 2 27 0 29 93,10 6,90
0,039 5 2 26 0 28 92,86 7.14
_ 6 4 29 0 33 87,88 12,12
21/julrz3 7 0 30 0 30 100,00 0,00
8 7 21 0 28 75,00 25,00
TOTAL 17 222 1 240 92,78 757
1 1 27 0 28 96,43 3,57
. 2 0 27 0 27 100,00 0,00
14/juli23 3 2 28 0 30 9333 6,67
4 0 30 0 30 100,00 0,00
0,078 5 2 30 0 32 9375 6,25
. 6 2 27 0 29 93,10 6,90
21/juli23 7 6 20 0 2% 7692 23,08
8 1 26 0 27 96,30 3,70
TOTAL 14 215 0 229 9373 6,27
1 3 28 0 31 90,32 9,68
. 2 0 30 0 30 100,00 0,00
0156 14uliz3 3 2 32 0 34 9412 5,88
4 3 23 0 26 88,46 11,54
21/juli23 5 1 27 0 28 96,43 3,57
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6 3 26 0 29 89,66 10,34
7 2 26 0 28 92,86 7.14
8 0 30 0 30 100,00 0,00
TOTAL 14 222 0 236 9398 6,02
1 2 23 0 25 92,00 8,00
. 2 7 22 0 29 7586 24,14
14/julis 3 4 24 0 28 8571 14,29
4 2 22 0 24 9167 8,33
0311 5 1 27 0 28 96,43 3,57
. 6 1 25 0 26 96,15 3,85
21/jul/z3 7 1 30 0 31 9677 3.23
8 4 27 0 31 87,10 12,90
TOTAL 22 200 0 222 9021 9,79
1 6 23 1 30 80,00 23,33
. 2 6 23 0 29 7931 20,69
14/juli2s 3 22 7 0 29 2414 75,86
4 12 15 0 27 5556 44,44
0,625 5 0 31 0 31 100,00 0,00
_ 6 2 29 1 32 9375 9,38
21/jul/z3 7 4 24 0 28 8571 14,29
8 1 28 0 29 96,55 3,45
TOTAL 53 180 2 235 76,88 23,93
1 19 11 0 30 3667 63,33
_ 2 18 12 0 30 40,00 60,00
14/juli23 3 24 5 0 29 17,24 82,76
4 21 5 0 26 19,23 80,77
1,25 5 22 7 1 30 2667 76,67
. 6 27 8 1 36 2500 77,78
21/jul/z3 7 21 7 2 30 3000 76.67
8 22 6 0 28 2143 78,57
TOTAL 174 61 4 239 27,03 74,57
1 26 1 0 27 3,70 96,30
. 2 27 2 0 29 6,90 93,10
14/juli2s 3 23 3 0 26 1154 88,46
4 28 1 0 29 345 96,55
2,5 5 22 7 0 29 2414 75,86
. 6 27 3 0 30 10,00 90,00
21/julrz3 7 27 3 0 30 10,00 90,00
8 24 4 0 28 1429 85,71
TOTAL 204 24 0 228 10,50 89,50
1 29 2 0 31 645 93,55
_ 2 32 2 0 34 588 94,12
14/julizs 3 27 0 0 27 0,00 100,00
4 25 3 0 28 10,71 89,29
5 5 29 0 0 29 0,00 100,00
_ 6 25 0 0 25 0,00 100,00
21/julrz3 7 30 0 0 30 0,00 100,00
8 30 0 0 30 0,00 100,00
TOTAL 227 7 0 234 576 97.12
1 31 0 0 31 0,00 100,00
. 2 30 0 0 30 0,00 100,00
14/juli2s 3 27 0 0 27 0,00 100,00
4 27 0 0 27 0,00 100,00
10 5 29 0 0 29 0,00 100,00
. 6 30 0 0 30 0,00 100,00
21/jul/z3 7 30 0 0 30 0,00 100,00
8 30 0 0 30 0,00 100,00
TOTAL 234 0 0 234 0,00 100,00
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Anexo B — Tabela dos dados brutos do teste de imersdo de larvas alimentadas de
Rhipicephalus sanguineus em diferentes concentragdes do novaluron

n° de

o o 2 0,

Grupos Dqtada Repeticdes larvas A de: P 9 IS Total % de ecdise /Ot.je

leitura ninfas vivas mortas mortalidade
mortas

1 1 27 1 29 96,55 6,90

29/ag0/23 2 0 30 0 30 100,00 0,00

3 0 32 0 32 100,00 0,00

4 0 31 0 31 100,00 0,00

Agua 5 0 28 0 28 100,00 0,00

_ 6 1 28 0 29 96,55 345

14/julf23 7 0 31 0 31 100,00 0,00

8 2 37 0 39 94,87 513

TOTAL 4 244 1 249 9850 1,03

1 1 27 0 28 96,43 3,57

2 0 29 0 29 100,00 0,00

29/ago/23 3 0 30 0 30 100,00 0,00

4 0 30 0 30 100,00 0,00

Placebo 5 0 30 0 30 100,00 0,00

. 6 1 28 0 29 96,55 3,45

14/julizs 7 1 28 0 29 96,55 3,45

8 1 28 0 29 96,55 3,45

TOTAL 4 230 0 234 9826 1,74

1 1 20 0 21 95,24 4,76

2 0 26 0 26 100,00 0,00

29/ago/23 3 1 30 0 31 96,77 3,23

4 0 30 0 30 100,00 0,00

78,125 5 1 30 0 31 96,77 3,23

_ 6 3 27 0 30 90,00 10,00

1afjulizs 7 2 27 0 29 93,10 6,90

8 0 30 0 30 100,00 0,00

TOTAL 8 220 0 228 96,49 3,51

1 0 30 0 30 100,00 0,00

2 0 30 0 30 100,00 0,00

29/ago/23 3 0 30 0 30 100,00 0,00

4 0 30 0 30 100,00 0,00

156,25 5 1 27 0 28 96,43 3,57

_ 6 0 27 0 27 100,00 0,00

1afjulizs 7 0 32 0 32 100,00 0,00

8 1 25 0 26 96,15 3,85

TOTAL 2 231 0 233 99,07 0,93

1 0 30 0 30 100,00 0,00

2 1 26 0 27 96,30 3,70

29/ago/23 3 0 25 0 25 100,00 0,00

4 0 24 0 24 100,00 0,00

3125 5 1 25 0 26 96,15 3,85

_ 6 1 27 0 28 96,43 3,57

14fjulizs 7 1 27 0 28 96,43 3,57

8 0 34 0 34 100,00 0,00

TOTAL 4 218 0 222 9816 1,84

1 3 25 0 28 89,29 10,71

2 0 27 0 27 100,00 0,00

625 29/ago/23 3 0 28 0 28 100,00 0,00

4 1 29 0 30 96,67 3,33

_ 5 0 28 0 28 100,00 0,00

14/juiizs 6 2 27 0 29 93,10 6,90
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7 0 32 0 32 100,00 0,00
8 1 28 0 29 96,55 3,45
TOTAL 7 224 0 231 9741 2,59
1 0 30 0 30 100,00 0,00
2 1 29 0 30 96,67 3,33
29/ago/23 3 0 27 0 27 100,00 0,00
4 1 30 0 31 96,77 323
1250 5 1 27 0 28 96,43 3,57
_ 6 2 26 0 28 92,86 7,14
14fjulizs 7 3 24 0 27 88,89 11,11
8 1 27 0 28 96,43 3,57
TOTAL 9 220 0 229 96,01 3,99
1 0 30 0 30 100,00 0,00
2 0 30 0 30 100,00 0,00
29/ago/23 3 1 29 0 30 96,67 3,33
4 0 30 0 30 100,00 0,00
2500 5 0 26 0 26 100,00 0,00
_ 6 1 29 0 30 96,67 3,33
14fjuiizs 7 0 26 1 27 100,00 3,70
8 0 28 0 28 100,00 0,00
TOTAL 2 228 1 231 9917 1,30
1 1 29 0 30 96,67 3,33
2 0 28 0 28 100,00 0,00
29/ago/23 3 2 27 0 29 93,10 6,90
4 0 31 0 31 100,00 0,00
5000 5 0 29 0 29 100,00 0,00
_ 6 0 31 0 31 100,00 0,00
14fjuiizs 7 2 29 0 31 93,55 6,45
8 1 29 0 30 96,67 3,33
TOTAL 6 233 0 239 97,50 2,50
1 0 29 0 29 100,00 0,00
2 2 23 1 26 92,31 11,54
29/ago/23 3 1 30 0 31 96,77 3,23
4 0 31 0 31 100,00 0,00
10000 5 0 29 0 29 100,00 0,00
_ 6 3 22 0 25 88,00 12,00
14/juiizs 7 0 26 0 26 100,00 0,00
8 2 40 0 42 95,24 4,76
TOTAL 8 230 1 239 96,54 3,94
1 26 6 0 32 18,75 81,25
2 20 11 1 32 37,50 65,63
29/ago/23 3 15 12 1 28 46,43 57,14
4 25 8 0 33 24,24 75,76
20000 5 14 22 0 36 61,11 38,89
_ 6 15 12 0 27 44,44 55,56
14/juiizs 7 12 12 0 24 50,00 50,00
8 27 0 0 27 0,00 100,00
TOTAL 154 83 2 239 3531 65,53
1 30 0 0 30 0,00 100,00
2 27 0 0 27 0,00 100,00
29/ago/23 3 26 0 0 26 0,00 100,00
4 30 0 0 30 0,00 100,00
40000 5 22 4 0 26 15,38 84,62
_ 6 28 0 0 28 0,00 100,00
14/juiizs 7 25 0 0 25 0,00 100,00
8 26 0 0 26 0,00 100,00
TOTAL 214 4 0 218 1,02 98,08




Anexo C — Tabela dos dados brutos do teste de imersdo de larvas alimentadas de

Rhipicephalus sanguineus em diferentes concentracdes do teflubenzuron.

o o F o i 0, 0,

Grupos Dqtada Repetices n®delarvas n de: ninfas n° de ninfas Total /ogie /ot_je
leitura mortas vivas mortas ecdise mortalidade

1 4 24 0 28 8571 14,29

09/maif23 2 5 30 0 3B 8571 14,29

3 4 25 1 30 86,67 16,67

4 5 24 2 31 8387 22,58

Agua 5 3 27 0 30 90,00 10,00

. 6 3 27 0 30 90,00 10,00

14/juli2s 7 1 24 0 25 96,00 4,00

8 1 18 0 19 9474 5,26

TOTAL 26 199 3 228 89,0 12,14

1 8 17 0 25 68,00 32,00

. 2 0 28 2 30 100,00 6,67

09/maif23 3 2 23 1 26 9231 11,54

4 3 24 1 28 89,29 14,29

78,125 5 0 30 0 30 100,00 0,00

. 6 2 24 0 26 9231 7,69

14/julis 7 0 31 0 31 100,00 0,00

8 0 33 0 33 100,00 0,00

TOTAL 15 210 4 229 92,74 9,02

1 3 31 0 34 9118 8,82

. 2 8 20 0 28 7143 28,57

09/mai/23 3 3 22 2 27 8889 18,52

4 1 26 1 28 9643 7,14

156,25 5 0 31 0 31 100,00 0,00

. 6 4 31 0 35 8857 11,43

14/julizs 7 0 29 0 29 100,00 0,00

8 2 29 0 31 9355 6,45

TOTAL 21 219 3 243 91,26 10,12

1 3 27 0 30 90,00 10,00

. 2 3 25 0 28 89,29 10,71

09/mai/23 3 3 17 2 22 8636 22,73

4 5 24 0 29 8276 17,24

3125 5 2 27 0 29 9310 6,90

. 6 0 27 0 27 100,00 0,00

1afjulizs 7 1 27 1 29 96,55 6,90

8 1 27 0 28 9643 3,57

TOTAL 18 201 3 222 9181 9,76

1 5 26 0 31 8387 16,13

_ 2 4 26 0 30 86,67 13,33

09/maif23 3 2 25 0 27 92,59 7.41

4 5 24 0 29 8276 17,24

625 5 3 24 0 27 88,89 11,11

. 6 0 31 0 31 100,00 0,00

14/julizs 7 0 25 0 25 100,00 0,00

8 1 29 0 30 96,67 3,33

TOTAL 20 210 0 230 9143 8,57

1 8 25 0 33 7576 24,24

. 2 5 25 0 30 8333 16,67

09/mai/23 3 5 25 0 30 8333 16,67

1250 4 6 22 0 28 7857 21,43

5 4 22 0 26 84,62 15,38

14/jul/23 6 0 28 0 28 100,00 0,00

7 1 28 0 29 9655 3,45
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8 2 29 0 31 9355 6,45

TOTAL 31 204 0 235 86,96 13,04

1 2 31 0 33 9394 6,06

. 2 6 23 1 30 80,00 23,33

09/mai/23 3 4 26 0 30 8667 1333

4 0 27 0 27 100,00 0,00

2500 5 2 27 0 29 9310 6,90
. 6 2 28 0 30 9333 6,67

14/juli2s 7 1 23 0 24 95,83 417

8 1 23 1 25 96,00 8,00

TOTAL 18 208 2 228 9236 8,56

1 7 20 2 29 7586 31,03

. 2 5 26 0 31 8387 16,13

09/mai/23 3 3 27 1 31 9032 12,90

4 2 26 1 29 9310 10,34

5000 5 1 28 0 29 9655 345
_ 6 1 29 0 30 96,67 3,33

14/julizs 7 2 28 0 30 9333 6,67

8 1 28 0 29 9655 3,45

TOTAL 22 212 4 238 9078 10,91

1 3 28 0 31 9032 9.68

. 2 1 29 0 30 96,67 3,33

09/mai/23 3 0 26 0 26 100,00 0,00

4 2 31 0 33 9394 6,06

10000 5 2 24 0 2% 9231 7,69
. 6 1 28 0 29 9655 3,45

14/julizs 7 2 30 0 32 93,75 6,25

8 4 22 0 26 8462 15,38

TOTAL 15 218 0 233 9352 6,48

1 1 28 0 29 9655 3,45

_ 2 2 29 0 31 9355 6,45

09/maif23 3 4 24 1 29 86,21 17,24

4 5 25 0 30 8333 16,67

20000 5 2 31 0 33 9394 6,06
_ 6 2 31 0 33 9394 6,06

1afjulizs 7 1 30 0 31 96,77 3,23

8 1 45 0 46 9783 2,17

TOTAL 18 243 1 262 92,76 7,67

1 0 29 0 29 100,00 0,00

. 2 1 26 0 27 9630 3,70

09/mai/23 3 2 24 1 27 9259 11,11

4 3 30 1 34 9118 11,76

40000 5 0 26 0 26 100,00 0,00
_ 6 2 21 0 23 9130 8,70

14/julizs 7 7 23 0 30 7667 23,33

8 0 25 0 25 100,00 0,00

TOTAL 15 204 2 221 9350 733
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Anexo D — Tabela dos dados brutos do teste de imersdo de larvas alimentadas de
Rhipicephalus sanguineus em diferentes concentrages do triflumuron.

Grupos Data da Repeticges n°delarvas n°deninfas n° de ninfas Total % de % de
P leitura petie mortas vivas mortas ecdise mortalidade

1 6 11 0 17 6471 35,29

08/mai/23 2 6 20 0 2% 7692 23,08

3 9 17 0 26 6538 34,62

4 4 26 0 30 86,67 13,33

Agua 5 2 21 1 24 91,67 12,50

_ 6 1 23 0 24 9583 417

14/julf23 7 1 30 0 31 9677 3,23

8 2 25 0 27 9259 7.41

TOTAL 31 173 1 205 8382 16,70

1 6 22 0 28 7857 2143

. 2 7 19 2 28 7500 32,14

09/mai/23 3 3 25 2 30 90,00 16,67

4 4 20 1 25 84,00 20,00

78,125 5 4 28 0 32 8750 12,50

_ 6 4 26 0 30 86,67 13,33

14fjulis 7 1 34 0 3% 9714 2,86

8 2 28 0 30 9333 6,67

TOTAL 31 202 5 238 86,53 15,70

1 5 20 2 27 8148 25,93

. 2 4 23 0 27 8519 14,81

09/mai/23 3 6 15 3 24 7500 37,50

4 2 18 8 28 9286 35,71

156,25 5 1 28 0 29 9655 3,45

_ 6 1 31 0 32 96,88 3,13

1afjulizs 7 4 31 0 35 8857 11,43

8 1 28 1 30 96,67 6,67

TOTAL 24 194 14 232 89,15 17,33

1 6 13 2 21 7143 38,10

_ 2 3 22 2 27 88,89 18,52

09/maif23 3 7 13 2 22 6818 40,91

4 8 17 3 28 7143 39,29

312,5 5 2 26 0 28 92,86 7.14

_ 6 1 31 0 32 9688 313

14/julizs 7 0 29 0 29 100,00 0,00

8 3 24 0 27 88,89 11,11

TOTAL 30 175 9 214 84,82 19,77

1 2 25 2 29 93,10 13,79

. 2 6 16 2 24 7500 33,33

09/mai/23 3 17 11 0 28 39,29 60,71

4 18 13 2 33 4545 60,61

625 5 1 28 1 30 96,67 6,67

_ 6 2 29 0 31 9355 6,45

14/julizs 7 1 26 0 27 96,30 3,70

8 4 25 0 29 8621 13,79

TOTAL 51 173 7 231 78.20 24,88

1 4 20 2 26 84,62 23,08

_ 2 12 8 2 22 4545 63,64

150 09/mai/23 3 3 24 2 29 89,66 17,24

4 6 21 1 28 7857 25,00

_ 5 1 28 1 30 96,67 6,67

14fjulizs 6 1 23 0 24 9583 417
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7 0 25 0 25 100,00 0,00

8 2 28 0 30 9333 6,67

TOTAL 29 177 8 214 8552 18,31

1 15 16 1 32 5313 50,00

. 2 4 28 0 32 8750 12,50

09/mai/23 3 5 21 3 29 8276 27,59

4 3 25 0 28 89,29 10,71

2500 5 3 25 1 29 89,66 13,79
. 6 0 29 0 29 100,00 0,00

14/julis 7 3 26 0 29 89,66 10,34

8 1 26 0 27 96,30 3,70

TOTAL 34 196 5 235 86,03 16,08

1 14 11 1 26 46,15 57,69

. 2 3 27 0 30 90,00 10,00

09/mai/23 3 3 25 1 29 89,66 13,79

4 3 25 2 30 90,00 16,67

5000 5 1 30 0 31 96,77 323
_ 6 2 25 0 27 9259 7.41

14/julizs 7 0 28 0 28 100,00 0,00

8 1 29 0 30 96,67 3,33

TOTAL 27 200 4 231 87,73 14,01

1 0 24 5 29 100,00 17,24

. 2 3 29 3 3% 9143 17,14

09/mai/23 3 4 18 3 25 84,00 28,00

4 18 11 2 31 4194 64,52

10000 5 1 27 0 28 9643 3,57
. 6 0 27 0 27 100,00 0,00

14/julizs 7 4 25 0 29 8621 13,79

8 1 29 0 30 96,67 3,33

TOTAL 31 190 13 234 87,08 18.45

1 7 26 1 34 7941 2353

_ 2 2 26 3 31 9355 16,13

09/mai/23 3 9 24 0 33 7273 27,27

4 8 24 0 32 7500 25,00

20000 5 2 25 1 28 9286 10,71
_ 6 0 27 0 27 100,00 0,00

1afjulizs 7 1 29 0 30 96,67 3,33

8 1 28 0 29 9655 3,45

TOTAL 30 209 5 244 88,35 13,68

1 2 24 1 27 9259 11,11

. 2 17 9 3 29 4138 68,97

09/mai/23 3 2 24 0 2% 9231 7,69

4 9 27 4 40 7750 32,50

40000 5 0 30 0 30 100,00 0,00
_ 6 4 26 0 30 86,67 13,33

14/julizs 7 2 25 0 27 9259 7.41

8 0 27 0 27 100,00 0,00

TOTAL 36 192 8 236 8538 17,63
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Anexo E — Tabela dos dados brutos do teste de imersdo de fémeas alimentadas de Rhipicephalus sanguineus em diferentes concentragoes

do fluazuron.

Meédia do Peso Meédia do Mediaida Meédia do Peso Meédia do P'\:fi((j)?odc?e
Concentracéo - Média do Peso  Percentual de  Percentual de Fator de Média da Eficiéncia Eficacia L e )
da Teledgina L . ~ . da Quendgina Indice de pré

[ug/mL] da Postura (g) Eclodibilidade = Mortalidade Correcéo Reprodutiva (%) . L
(9) (%) (%) (9) nutricao oviposicao

(dias)
Controle 4gua (1) R1 0,162 + 0,020 0,103 + 0,016 64,40 + 30,43 3560 + 3043 -1,42 81135342 + 392621,22 -2,36 0,029 + 0,004 7558 + 3,60 3,80 = 0,60
Controle 4gua (-) R2 0,165 + 0,027 0,101 + 0,019 6350 + 41,53 36,50 + 41,53 0,00 792663,46 + 524269,96 0,00 0,029 + 0,007 74,08 £+ 3,39 350 * 0,50
Placebo - R1 0,163 + 0,023 0,096 + 0,029 56,30 + 40,11 43,70 + 40,11 11,34 701976,39 + 500100,84 11,44 0,033 + 0,015 71,87 + 11,38 4,10 + 1,04
Placebo - R2 0,164 + 0,031 0,104 + 0,021 74,80 + 27,15 2520 + 27,15 -17,80 942186,79 + 348509,91 -18,86 0,027 + 0,006 7559 + 3,63 3,70 + 0,46
59-R1 0,163 + 0,032 0,100 * 0,020 73,00 + 29,79 27,00 + 29,79 -14,96 896363,26 + 365081,63 -13,08 0,028 + 0,005 74,99 + 9,04 3,70 + 0,90
59-R2 0,163 + 0,030 0,105 + 0,023 77,20 + 22,23 22,80 + 2223 -21,57 986495,37 + 29219756 -2445 0,029 + 0,006 78,23 + 4,04 3,67 = 0,46
11,7-R1 0,162 + 0,022 0,101 * 0,016 6390 = 33,95 36,10 + 3395 -0,63 809760,40 + 440579,85 -2,16 0,030 = 0,006 76,92 + 2,81 356 + 0,50
11,7-R2 0,164 + 0,025 0,098 + 0,015 84,30 + 18,09 15,70 + 18,09 -32,76 1016338,62 + 224602,11 -28,22 0,030 + 0,004 7397 + 364 4,10 + 0,46
234-R1 0,163 + 0,018 0,101 + 0,011 8450 = 31,31 1550 + 31,31 -33,07 1039697,53 + 41071599 -31,17 0,030 + 0,006 76,20 + 4,33 3,67 * 0,49
23,4 -R2 0,163 + 0,033 0,103 + 0,022 86,00 + 14,42 1400 + 1442 -3543 1090378,26 + 18585351 -37,56 0,027 + 0,008 76,20 + 6,28 3,60 = 0,30
46,9- R1 0,161 + 0,018 0,102 + 0,011 6590 *+ 31,31 34,10 + 31,31 -3,78 849476,97 + 41071599 -7,17 0,030 * 0,006 77,57 + 4,33 3,89 + 0,49
46,9 - R2 0,163 + 0,026 0,099 + 0,022 8050 = 2450 1950 + 2450 -26,77 978061,33 + 31499458 -23,39 0,030 = 0,005 7459 + 4,27 3,60 + 0,46
93,8-R1 0,165 + 0,024 0,103 + 0,014 67,10 + 34,80 32,90 + 34,80 -5,67 844415,09 + 444024,14 -6,53 0,029 + 0,007 76,08 + 3,85 356 + 0,40
93,8-R2 0,163 = 0,029 0,103 + 0,023 67,40 + 30,44 3260 + 3044 -614  869152,09 + 41522854 -965 0,030 * 0,005 77,52 + 565 4,10 =+ 0,40
187,5-R1 0,166 + 0,024 0,108 + 0,016 4890 + 22,10 51,10 + 22,10 22,99 636939,31 + 288237,21 19,65 0,029 + 0,005 7891 + 3,554 3,67 + 0,40
187,5 - R2 0,160 += 0,039 0,113 + 0,037 74,70 + 28,88 2530 + 28,88 -17,64 1066067,03 + 483034,36 -34,49 0,028 + 0,006 86,17 + 2239 3,70 = 0,46
375-R1 0,161 + 0,025 0,102 + 0,017 4250 + 36,13 57,50 + 36,13 33,07 521782,53 + 43497721 34,17 0,028 + 0,006 76,95 + 3,44 356 + 0,46
375-R2 0,164 + 0,022 0,105 + 0,017 36,70 + 20,30 63,30 + 20,30 42,20 467097,08 + 25643561 41,07 0,030 + 0,005 77,69 + 507 350 £ 0,50
750- R1 0,161 + 0,023 0,094 + 0,025 11,2 + 9,537 88,80 + 9,537 82,36 138760,1534 + 117906,398 82,49 0,0325 + 0,014 72,00 + 8,518 3,70 = 0,458
750 - R2 0,167 += 0,026 0,101 + 0,016 1510 + 23,65 84,90 + 23,65 76,22 173364,75 + 25487159 78,13 0,031 + 0,004 7436 * 3,83 3,70 + 0,64
1500- R1 0,151 + 0,010 0,094 + 0,008 6,50 *+ 6,74 9350 + 6,74 89,76 80860,86 + 85066,73 89,80 0,027 + 0,003 7566 + 4,11 3,40 + 0,49
1500- R1 0,162 + 0,027 0,099 + 0,020 6,40 + 4,80 9360 + 4,80 89,92 78760,24 + 59331,93 90,06 0,029 = 0,005 7452 + 4,14 3,40 + 0,66
3000- R1 0,164 + 0,014 0,100 + 0,014 6,70 + 11,82 93,30 + 11,82 89,45 87505,16 + 156508,86 88,96 0,029 + 0,004 7451 * 6,28 3,60 = 0,49
3000 - R2 0,164 += 0,031 0,095 + 0,023 480 + 9,95 9520 + 9,95 92,44 61240,29 + 131201,35 92,27 0,034 + 0,004 7237 + 752 380 £ 0,40
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Anexo F — Tabela dos dados brutos do teste de imersdo de fémeas alimentadas de Rhipicephalus sanguineus em diferentes concentragdes

do novaluron.

» Média do Média do » » NLEeTEED
Concentracéo '\ggd.;_ilgggl?ﬁzo Meédia do Peso  Percentual de  Percentual de Fator de Média da Eficiéncia Eficacia '\gzgéadio ?:I]Z?::i gg Perg;;déo iE
[ppm] da Postura (g) Eclodibilidade = Mortalidade  Correcéo Reprodutiva (%) o s LU
(9) (%) (%) Quendgina (g) nutricéo oviposicao

(dias)
Controle 4gua (-() R1 0,169 + 0,018 0,106 + 0,013 79,00 + 22,79 21,00 + 22,79 584 1001242,77 + 305430,42 5,92 0,033 + 0,004 7638 + 228 430 + 0,46
Controle 4gua (-) R2 0,167 + 0,028 0,106 + 0,018 83,90 + 10,28 16,10 + 10,28 0,00 1064291,42 + 125822,67 0,00 0,033 = 0,006 79,12 + 176 440 = 0,49
Placebo - R1 0,163 + 0,019 0,103 + 0,010 87,30 + 12,75 12,70 + 12,75 -4,05 1106862,39 + 186782,04 -4,00 0,032 + 0,006 78,73 + 3,09 460 = 0,49
Placebo - R2 0,169 + 0,027 0,106 + 0,017 73,30 + 28,10 26,70 + 28,10 12,63  929190,88 + 37378142 12,69 0034 + 0,007 7815 + 289 430 + 0,46
78,125 - R1 0,165 + 0,025 0,103 + 0,016 64,60 + 4160 3540 + 4160 23,00 804450,11 + 52042649 24,41 0,034 + 0,007 7821 + 297 430 + 0,46
78,125 - R2 0,170 + 0,036 0,105 = 0,026 88,70 + 1571 11,30 + 1571 -5,72 1072748,69 + 171205,72 -0,79 0,032 + 0,007 7519 = 400 450 = 0,50
156,250 - R1 0,172 + 0,026 0,107 + 0,017 90,40 + 9,76 960 =+ 9,76 -7,75  1124253,32 + 14881543 -563 0,033 + 0,007 76,83 + 331 420 + 0,50
156,250 - R2 0,166 + 0,032 0,103 + 0,023 52,80 + 42,16 47,20 + 42,16 37,07 65734589 + 527402,90 38,24 0,032 + 0,006 76,34 + 207 467 + 0,46
312,500 - R1 0,165 + 0,033 0,103 + 0,024 86,30 + 1842 13,70 + 1842 -2,86  1064623,19 + 234262,38 -0,03 0,032 + 0,006 76,74 + 369 430 + 0,50
312,500 - R2 0,169 + 0,031 0,102 = 0,020 80,00 + 23,07 20,00 + 23,07 4,65 969717,59 + 287726,08 8,89 0,034 *+ 0,007 7542 + 2,78 444 = 0,50
625,000 - R1 0,160 + 0,022 0,097 + 0,016 84,20 + 19,18 15,80 + 19,18 -0,36 1026401,45 + 25412408 3,56 0,031 + 0,005 7570 £ 455 430 +* 049
625,000 - R2 0,175 + 0,024 0,104 + 0,017 80,00 + 19,20 20,00 + 19,20 4,65 950174,66 + 23514252 10,72 0,033 + 0,005 7582 + 3,66 456 + 0,46
1250 - R1 0,169 + 0,028 0,104 + 0,019 72,30 + 19,23 27,70 + 1923 13,83  898510,47 + 264219,92 1558 0,034 + 0,007 7708 + 369 444 + 049
1250 - R2 0,169 + 0,020 0,106 + 0,015 76,00 + 23,18 24,00 + 23,18 9,42 955144,30 + 29561152 10,26 0,032 + 0,005 77,72 + 228 450 + 049
2500 - R1 0,160 + 0,034 0,100 * 0,021 76,10 * 32,45 2390 * 32,45 9,30 944877,95 =+ 387507,89 11,22 0,030 + 0,008 77,16 +* 9,85 4,44 =+ 0,60
2500 - R2 0,176 + 0,030 0,105 + 0,019 82,10 + 14,01 1790 + 14,01 2,15 981240,12 + 178832,27 7,80 0,034 += 0,006 7417 + 515 420 = 040
5000 - R1 0,170 + 0,034 0,097 + 0,021 62,80 + 32,45 37,20 + 32,45 2515  714319,38 + 387507,89 32,88 0,033 + 0,008 71,47 + 985 467 + 0,60
5000 - R2 0,173 + 0,018 0,104 + 0,012 78,50 + 23,80 21,50 * 23,80 6,44 943498,99 =+ 286763,38 11,35 0,034 + 0,005 7469 + 253 450 *= 046
10000 - R1 0,165 + 0,012 0,103 + 0,009 81,10 +* 12,29 18,90 + 12,29 3,34 1005608,75 * 147866,18 5,51 0,032 + 0,005 7735 * 360 456 =+ 0,49
10000 - R2 0,159 + 0,019 0,201 + 0,011 78,10 +* 24,96 2190 * 24,96 6,91 989636,46 + 307258,01 7,01 0,032 += 0,006 79,79 + 270 430 = 0,50
20000 - R1 0,164 + 0,027 0,098 + 0,018 73,70 + 28,01 26,30 + 28,01 12,16 88712555 + 34572312 16,65 0,033 + 0,006 7505 + 454 433 + 0,67
20000 - R2 0,168 + 0,021 0,106 + 0,015 8510 + 19,84 1490 + 19,84 -143  1080683,46 + 270090,34 -1,54 0,031 + 0,003 7746 + 206 440 + 0,40
40000 - R1 0,159 + 0,038 0,090 + 0,034 6590 + 28,42 34,10 + 28,42 21,45 792759,40 + 373463,05 2551 0,034 + 0,012 70,09 + 1295 444 =+ 040
40000 - R2 0,178 + 0,029 0,104 + 0,018 72,90 + 29,30 27,10 + 29,30 13,11  855748,14 + 357202,09 19,59 0,037 + 0,007 73,78 + 357 460 + 0,49
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Anexo G — Tabela dos dados brutos do teste de imerséo de fémeas alimentadas de Rhipicephalus sanguineus em diferentes concentragdes
do teflubenzuron.

" o Média do
ConEaiED I\gid'll'ilgggl?ﬁ:lo L UEDIEL Bl FESD Peln\f/liﬂltiglode Peln\f/liﬂltiglode Fator de Correcéo Ig/flfgéigz Eficacia (%) I:j/l: gﬁednoc’)giis; m?éi gg Peri:;déo &
[ppm] @) da Postura (g) Eclodiobilidade Mortalidade Reprodutiva © nutrigio oviposicao
) ) (dias)
Controle 4gua (-) R1 0,173 + 0,173 0,105 + 0,014 71,10 + 33,62 28,90 + 3362 943 870631,07 + 405973,88 6,61 0,030 = 0,008 7389 + 236 330 = 0,64
Controle 4gua (1) R2 0,174 + 0,174 0,103 + 0,020 7850 + 27,11 2150 + 27,11 0,00 932296,88 + 34727337 0,00 0,027 = 0,003 69,90 + 3,07 3,70 += 1,00
78,125 - R1 0,172 = 0,172 0,100 +* 0,100 72,70 + 72,70 27,30 £ 27,30 7,39 85711491 =+ 85711491 8,06 0,031 = 0,031 7322 + 7322 330 £ 3,30
78,125 - R2 0,174 + 0,174 0,207 + 0,107 70,00 + 70,00 30,00 + 30,00 10,83 864307,75 + 864307,75 7,29 0,033 + 0,033 76,96 + 76,96 3,40 + 3,40
156,250 - R1 0,175 + 0,175 0,107 = 0,107 8160 + 81,60 1840 + 1840 -3,95 993084,70 + 993084,70 -6,52 0,029 = 0,029 73,28 + 7328 350 = 3,50
156,250 - R2 0,176 + 0,176 0,107 + 0,107 81,30 + 81,30 18,70 + 18,70 -3,57 989180,87 + 989180,87 -6,10 0,028 0,028 72,06 £+ 72,06 3,60 + 3,60
312,500 - R1 0,175 + 0,175 0,103 *+ 0,103 67,30 + 67,30 32,70 + 32,70 14,27 783787,22 + 783787,22 1593 0,032 = 0,032 72,03 + 72,03 3,00 + 3,00
312,500 - R2 0,176 + 0,176 0,107 + 0,107 72,30 + 72,30 27,70 + 27,70 7,90 88422853 + 88422853 516 0,030 = 0,030 73,15 + 73,15 3,40 + 3,40
625,000 - R1 0,176 + 0,176 0,108 + 0,108 75,30 + 7530 24,70 + 24,70 4,08 921290,83 + 921290,83 1,18 0,027 0,027 72,38 + 72,38 350 + 3,50
625,000 - R2 0,174 + 0,174 0,115 + 0,115 77,60 + 77,60 22,40 + 22,40 1,15 993690,58 + 993690,58 -6,59 0,028 + 0,028 80,45 + 8045 3,10 + 3,10
1250 - R1 0,176 + 0,176 0,104 + 0,104 86,80 + 86,80 13,20 + 13,20 -10,57 1036560,63 * 1036560,63 -11,18 0,031 =+ 0,031 7166 + 7166 3,30 * 3,30
1250 - R2 0,176 + 0,176 0,207 + 0,107 77,20 + 77,20 22,80 + 22,80 1,66 931381,63 + 931381,63 0,10 0,028 = 0,028 71,70 + 71,70 3,40 + 3,40
2500 - R1 0,175 + 0,175 0,105 + 0,105 73,20 + 73,20 26,80 +* 26,80 6,75 873718,52 + 87371852 6,28 0,028 = 0,028 71,03 + 71,03 350 + 3,50
2500 - R2 0,175 + 0,175 0,105 + 0,105 71,70 + 71,70 28,30 + 28,30 8,66 866104,72 + 866104,72 7,10 0,028 + 0,028 71,75 + 71,75 3,30 + 3,30
5000 - R1 0,175 + 0,175 0,106 + 0,106 89,20 + 89,20 10,80 + 10,80 -13,63 1083057,47 + 1083057,47 -16,17 0,030 + 0,030 73,26 + 7326 3,10 + 3,10
5000 - R2 0,176 + 0,176 0,106 + 0,106 85,70 + 85,70 14,30 + 14,30 -9,17 1024442,73 + 1024442,73 -9,88 0,030 + 0,030 72,36 + 72,36 3,40 + 3,40
10000 - R1 0,175 + 0,175 0,102 + 0,102 77,40 + 77,40 22,60 + 22,60 1,40 89674514 + 89674514 3,81 0,033 = 0,033 7194 + 7194 330 + 3,30
10000 - R2 0,176 + 0,176 0,107 + 0,107 79,20 + 79,20 20,80 + 20,80 -0,89 964294,09 =+ 964294,09 -3,43 0,029 =+ 0,029 72,16 + 72,16 350 + 3,50
20000 - R1 0,175 + 0,175 0,111 + 0,111 74,30 +* 74,30 25,70 £ 25,70 5,35 962629,10 * 962629,10 -3,25 0,030 =+ 0,030 7781 + 7781 320 £+ 3,20
20000 - R2 0,176 + 0,176 0,104 + 0,104 77,20 £ 77,20 22,80 £ 22,80 1,66 91571340 £ 91571340 1,78 0,031 =+ 0,031 71,37 + 71,37 350 £ 3,50
40000 - R1 0,177 += 0,177 0,108 + 0,108 73,70 + 73,70 26,30 * 26,30 6,11 904931,27 £ 904931,27 2,94 0,027 0,027 7190 + 71,90 340 + 3,40
40000 - R2 0,176 + 0,176 0,104 + 0,104 91,30 + 91,30 8,70 + 8,70 -16,31 1081917,28 + 1081917,28 -16,05 0,029 =+ 0,029 70,72 + 70,72 3,10 £ 3,10
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Anexo H — Tabela dos dados brutos do teste de imerséo de fémeas alimentadas de Rhipicephalus sanguineus em diferentes concentracgoes
do triflumuron.

» Meédia do Meédia do " » LRI ED

Concentragéo '\g:d';'2|gggl?re1:0 Média do Peso Perce_nt_u_al de Percentpal de Fator Qe Média da Efi(_:iéncia Eficacia gﬂ:gﬁgloégﬁfg m?éz gg Perlrg)r%o i
[ppm] da Postura (g) Eclodibilidade = Mortalidade Correcéo Reprodutiva (%) . R
(9) (%) (%) (9) nutricéo oviposicao

(dias)
Controle 4gua (1) R1 0,169 + 0,169 0,107 + 0,014 72,00 + 31,72 28,00 + 31,72  -8,60 924999,69 + 42727891 -6,07 0,032 + 0,006 77,77 + 554 3,10 + 0,30
Controle 4gua (1) R2 0,168 + 0,168 0,110 + 0,014 66,30 + 33,19 33,70 + 33,19 0,00 872076,22 + 44540843 0,00 0,029 + 0,005 79,35 + 244 330 + 0,46
78,125 - R1 0,169 + 0,169 0,110 + 0,110 91,90 + 9190 8,10 + 8,10 -38,61 1202727,42 + 120272742 -37,92 0,031 + 0,031 79,86 + 79,86 3,60 + 3,60
78,125 - R2 0,169 + 0,169 0,109 + 0,109 82550 + 8250 17,50 + 17,50 -24,43 1062265,28 + 106226528 -21,81 0,030 + 0,030 78,41 + 78,41 3,00 + 3,00
156,250 - R1 0,168 + 0,168 0,108 + 0,108 84,10 + 84,10 1590 + 1590 -26,85 1080883,35 + 1080883,35 -2394 0,030 + 0,030 78,53 + 78,53 3,60 + 3,60
156,250 - R2 0,169 + 0,169 0,109 + 0,109 82,70 + 82,70 17,30 = 17,30 -24,74 1068365,16 + 106836516 -22,51 0,030 = 0,030 78,25 + 78,25 3,30 = 3,30
312,500 - R1 0,168 + 0,168 0,109 + 0,109 90,60 + 90,60 9,40 + 9,40 -36,65 1175740,52 + 117574052 -34,82 0,030 + 0,030 78,85 + 78,85 3,40 + 3,40
312,500 - R2 0,170 + 0,170 0,109 + 0,109 80,90 + 80,90 19,10 + 19,10 -22,02 1038824,21 + 1038824,21 -19,12 0,031 + 0,031 77,79 = 77,79 3,30 = 3,30
625,000 - R1 0,172 + 0,172 0,107 + 0,107 55,70 + 55,70 4430 + 4430 1599  707193,15 + 70719315 1891 0,030 + 0,030 7519 + 7519 3,10 + 3,10
625,000 - R2 0,167 + 0,167 0,101 + 0,101 78,30 + 78,30 21,70 + 21,70 -18,10 903747,59 =+ 903747,59 -3,63 0,037 + 0,037 7494 + 7494 3,40 + 3,40
1250 - R1 0,168 + 0,168 0,108 + 0,108 67,00 + 67,00 33,00 + 33,00 -1,06 874879,89 + 87487989 -0,32 0,032 + 0,032 79,29 + 79,29 3,30 + 3,30
1250 - R2 0,169 + 0,169 0,105 + 0,105 61,30 + 61,30 38,70 + 38,70 7,54 757406,70 *= 757406,70 13,15 0,034 = 0,034 7734 £+ 77,34 3,40 + 3,40
2500 - R1 0,172 + 0,172 0,105 + 0,105 80,40 + 80,40 19,60 + 19,60 -21,27 97276540 + 97276540 -1155 0,032 + 0,032 7493 + 74,93 3,00 + 3,00
2500 - R2 0,168 + 0,168 0,107 + 0,107 60,40 + 60,40 39,60 + 39,60 8,90 769023,19 + 769023,19 11,82 0,031 = 0,031 7831 £+ 78,31 3,10 + 3,10
5000 - R1 0,169 + 0,169 0,108 + 0,108 72,40 + 72,40 27,60 + 27,60 -9,20 033905,28 + 93390528 -7,09 0,031 + 0,031 7824 + 7824 3,20 + 3,20
5000 - R2 0,169 + 0,169 0,105 + 0,105 63,40 + 63,40 36,60 + 36,60 4,37 784243,13 + 784243,13 10,07 0,034 = 0,034 77,67 £ 77,67 3,70 £ 3,70
10 000 - R1 0,168 + 0,168 0,119 + 0,119 56,00 + 56,00 44,00 + 4400 1554  866011,91 + 86601191 0,70 0,030 + 0,030 87,31 + 87,31 3,20 + 3,20
10000 - R2 0,168 + 0,168 0,109 + 0,109 67,50 + 67,50 32,50 + 32,50 -1,81 89944266 =+ 89944266 -3,14 0,032 + 0,032 81,27 + 8127 3,10 + 3,10
20000 - R1 0,169 + 0,169 0,109 + 0,109 66,70 + 66,70 33,30 + 33,30 -0,60 858592,08 + 858592,08 155 0,030 + 0,030 77,64 + 77,64 3,00 + 3,00
20 000 - R2 0,167 + 0,167 0,108 + 0,108 8120 + 81,20 1880 + 1880 -2247 1057223,03 + 105722303 -21,23 0,028 + 0,028 77,76 + 77,76 3,10 * 3,10
40000 - R1 0,165 + 0,165 0,107 + 0,107 68,30 + 68,30 31,70 + 31,70  -3,02 908315,79 + 90831579 -4,16 0,030 + 0,030 78,78 + 78,78 3,10 + 3,10
40 000 - R2 0,169 + 0,169 0,110 + 0,110 63,60 + 6360 3640 + 3640 4,07  821523,69 + 82152369 580 0,031 + 0,031 79,31 + 7931 330 + 3,30
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