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RESUMO

RIQOS, Victor Elias Caceres. Atividade in vitro do Novaluron e do Piriproxifen no ciclo
de Ctenocephalides felis felis (Siphonaptera, Pulicidae). 2022. 43p. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

As pulgas estdo entre os ectoparasitos que mais acometem os animais de companhia. Elas
produzem e transmitem doencas que representam um perigo para a saude dos animais e
humanos. O controle desses insetos envolve o uso de inseticidas. Os disruptores de
desenvolvimento de insetos sdo um grupo de inseticidas que pode atuar como alternativa
no controle de pulgas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade do novaluron e do
piriproxifen sobre as larvas de Ctenocephalides felis felis em testes in vitro na interrupcgéo
do ciclo, determinando a concentracéo letal (CL) dos dois compostos. O estudo foi
realizado no Laboratorio de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria,
utilizando-se larvas da subespécie C. felis felis mantidas na colénia de pulgas do
laboratorio. Para cada desafio foram incubados 1500 ovos, coletando-se as larvas apos 48
horas do inicio da incubagdo. Inicialmente foi avaliado o método de impregnacéo de
substrato larval a ser utilizado no experimento. Para isso foi preparada uma solucdo de
piriproxifen a 400 ppm e utilizado um volume de impregnacdo de 200 pL para dois
gramas de substrato. O resultado foi satisfatorio, sendo que a metodologia ndo interferiu
no resultado, havendo 100 % de inibi¢do do ciclo de desenvolvimento da pulga e néo
houve interferéncia no desenvolvimento do ciclo para o controle. Para a execucdo do
experimento com os disruptores, foi empregada a metodologia anteriormente citada.
Diferentes concentracGes de piriproxifen (0,049 a 25 ppm) e de novaluron (0,001 a 5,0
ppm) foram preparadas. Apos a impregnacéo do substrato, as larvas de primeiro instar
foram expostas ao substrato larval tratado. O material foi mantido em condicOes
controladas por um periodo de 21 dias. Foram realizadas avaliagcBes qualitativas,
quantitativas e foi determinada as concentracOes letais através da analise de Probit. Na
avaliacéo da atividade do piriproxifen sobre o desenvolvimento das larvas constatou-se
uma eficacia de 100% nas concentragcdes superiores a 1,563 ppm, apresentando uma
concentracéo letal CLso e CLgo de 0,07 e 0,27 ppm, respectivamente. As pulgas mortas
apresentavam alteracdes na morfologia, na coloracdo e no tamanho. Observou-se uma
diferenca significativa entre a quantidade de pulgas vivas recuperadas do grupo controle
e os tratados, com quantidade maior de fémeas. Na avaliacdo da atividade do novaluron
constatou-se 100% de mortalidade larval na maior concentragdo (5,0 ppm), com um
calculo de concentracdo letal CLso e CLgo de 0,25 e 2,29 ppm, respectivamente. As pulgas
mortas apresentavam alteracGes no exoesqueleto, porém sem variagdes no tamanho. Entre
as pulgas vivas recuperadas, o controle teve uma diferenca significativa com os tratados
a partir da concentragdo 1,0 ppm, maioritariamente sendo pulgas fémeas recuperadas.
Baseando-se nos resultados deste trabalho, pode se afirmar que tanto piriproxifen como
novaluron demonstraram ter atividade sobre as larvas de C. felis felis, interrompendo o
ciclo de desenvolvimento do inseto. Além disso, o novaluron foi avaliado pela primeira
vez em uma populacdo laboratorial de pulgas no Brasil, demonstrando ser uma alternativa
para o seu controle.

Palavras-chave: pulga; controle; disruptores de desenvolvimento de insetos;
concentracéo letal.



ABSTRACT

RIOS, Victor Elias Caceres. In vitro activity of Novaluron and Pyriproxifen in the
Ctenocephalides felis felis (Siphonaptera, Pulicidae) cycle. 2022. 43p. Dissertation
(Master Science in Veterinary Sciences). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

Fleas are among the ectoparasites that most affect companion animals. They produce and
transmit diseases that pose a danger to the health of animals and humans. The control of
these insects involves the use of insecticides. Insect growth disruptors are a group of
insecticides that can act as an alternative in flea control. The objective of this work was
to evaluate the activity of novaluron and pyriproxyfen on Ctenocephalides felis felis
larvae in in vitro tests during cycle interruption, determining the lethal concentration (LC)
of the two compounds. The study was carried out at the Laboratorio de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterinaria, using larvae of the subspecies C. felis felis
maintained in the flea colony of the laboratory. For each challenge, 1500 eggs were
incubated, and larvae were collected 48 hours after the start of incubation. Initially, the
larval substrate impregnation method to be used in the experiment was evaluated. For
this, a 400 ppm pyriproxyfen solution was prepared and an impregnation volume of 200
uL was used for two grams of substrate. The result was satisfactory, and the methodology
did not interfere with the result, with 100% inhibition of the flea development cycle and
there was no interference in the development of the cycle for control. To carry out the
experiment with the disruptors, the aforementioned methodology was used. Different
concentrations of pyriproxyfen (0.049 to 25 ppm) and of novaluron (0.001 to 5.0 ppm)
were prepared. After substrate impregnation, the first instar larvae were exposed to the
treated larval substrate. The material was kept under controlled conditions for a period of
21 days. Qualitative and quantitative assessments were performed and lethal
concentrations were determined through Probit analysis. In the evaluation of the activity
of pyriproxyfen on the development of the larvae, an efficiency of 100% was found in
concentrations above 1,563 ppm, with a lethal concentration LCso and LCgo of 0.07 and
0.27 ppm, respectively. The dead fleas showed changes in morphology, color and size.
There was a significant difference between the number of live fleas recovered from the
control and treated groups, with a greater number of females. In the evaluation of
novaluron activity, 100% larval mortality was observed at the highest concentration (5.0
ppm), with a calculation of lethal concentration LCso and LCgo of 0.25 and 2.29 ppm,
respectively. The dead fleas showed alterations in the exoskeleton, but without variations
in size. Among the live fleas recovered, the control had a significant difference with those
treated from the concentration 1.0 ppm, mostly being recovered female fleas. Based on
the results of this work, it can be stated that both pyriproxyfen and novaluron have shown
activity on C. felis felis larvae, interrupting the insect's development cycle. In addition,
novaluron was evaluated for the first time in a laboratory population of fleas in Brazil,
proving to be an alternative for its control.

Keywords: flea; control; insect growth disruptors; lethal concentration.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, os animais de estimag¢do cumprem um papel importante na vida de muitas
pessoas, eles além de proporcionar companhia, ajudam a criar um bem-estar reciproco,
trazendo beneficios tanto para o dono, quanto para o préprio animal. Os cdes e gatos sdo 0s
animais de estimacdo mais populares do mundo pelas suas caracteristicas e pela tradicdo
historica. Visto que existem varias doencas que podem afetar aos animais de estimacdo e
algumas delas tem capacidade zoonotica, é primordial manter a saude deles em boas
condigdes, eliminando qualquer tipo de agente capaz de infectar os animais ou transmitir
infeccoes.

Os ectoparasitos sdo de grande importancia na medicina veterinaria, visto que sdo
responsaveis pela transmissdo de agentes patogénicos para seus hospedeiros e a populacéo
humana. Um dos ectoparasitos que mais acomete pequenos animais € a pulga, um inseto
pequeno, cuja subespécie Ctenocephalides felis felis € a mais comum entre cées e gatos.

Sdo varias as patologias causadas por esta subespécie, a que mais atinge cées e gatos
é a dermatite alérgica por picada de pulga, além disso no momento da alimentacdo esses
ectoparasitos provocam feridas na pele do hospedeiro, que podem causar outros problemas
dermatoldgicos de origem infeccioso e até mesmo transmitir doencgas na hora da succéo do
sangue. Para evitar esses problemas é necessario realizar um controle desses insetos.

E comum o uso de inseticidas para o controle de pulgas, principalmente os organicos
sintéticos, mas nos ultimos anos tém sido feitos estudos sobre a possibilidade de usar outros
quimicos alternativos que sdo menos agressivos com 0 meio ambiente.

Os disruptores de desenvolvimento de insetos (DDI) sdo inseticidas alternativos que
tém sido usados no controle de insetos, a agdo fundamental desses inseticidas baseia-se na
interrupcdo do desenvolvimento normal de artropodes. Entre os DDI temos o piriproxifen e o
novaluron, o primeiro é amplamente utilizado no controle de vérios tipos de insetos de
importancia agricola e veterinaria, com varios estudos feitos sobre sua acdo para o controle de
pulgas, porém, sem pesquisas especificas sobre a concentracdo letal (CL) deste composto para
Ctenocephalides felis felis feito no Brasil. Por outra parte, o novaluron também tem sido
utilizado no controle de artrépodes da area agricola, mas na medicina veterinaria ainda sao
escassos 0s estudos feitos, apresentando poucos registros sobre a CL deste composto para
Ctenocephalides felis felis no mundo. O conhecimento da a¢do dos DDI sobre os insetos de
importancia na medicina veterinaria é primordial para proporcionar possiveis solu¢bes no
controle destes ectoparasitos.

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade dos disruptores de desenvolvimento de
insetos novaluron e piriproxifen sobre Ctenocephalides felis felis em testes in vitro na
interrupgéo do ciclo de desenvolvimento, e determinar a concentracéo letal para ambos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biologia e importancia da pulga

As pulgas sdo insetos que pertencem a ordem Siphonaptera (palavra que vem do grego
siphon = tubo; a = sem; pteron = asa, que faz referéncia a insetos sugadores e apteros) e a
familia Pulicidae (RUST, 2017), inclui insetos pequenos (2,0-3,0 mm em média), que
apresentam uma coloragdo castanha, sem asas e achatados lateralmente. Possuem um corpo
coberto de cerdas dirigidas para trds, em certas ocasifes apresentando algumas mais
esclerosadas denominadas ctenidios que cumprem a funcao de fixacdo e locomocdo das pulgas
no hospedeiro. Elas alcangam seus hospedeiros através do salto (LINARDI, 2017).

Sdo consideradas como insetos cosmopolitas porque podem ser encontradas em varias
regides do mundo, com quase 3.000 espécies registradas, agrupadas em 240 géneros (ou 330
quando incluindo subgéneros), 44 tribos, 28 familias e 15 familias (LEWIS, 1998).

O género Ctenocephalides inclui 13 espécies, identificado segundo critérios
morfoldgicos baseado na forma e estrutura dos genitais, como também a presenca e
distribuicéo de espinhos, cerdas e ctenidios no corpo (LINARDI; SANTOS, 2012).

A pulga Ctenocephalides felis felis (Bouche) (Siphonaptera: Pulicidae) conhecida
popularmente como pulga do gato, é considerado como o ectoparasito que mais acomete cédes
e gatos em muitas partes do mundo (SAMISH et al., 2020). No Brasil, é a subespécie de pulga
mais importante em animais de estimacdo, devido a sua distribuicdo geogréafica, namero de
outros hospedeiros parasitados e competéncia vetorial (LINARDI; SANTOS, 2012).

O ciclo de vida da pulga comeca quando os adultos emergem do pupario
principalmente em resposta a vibragdes externas ou a um aumento local de didxido de carbono
(RUST; DRYDEN, 1997). Possuem uma metamorfose completa, sendo seu ciclo bioldgico
dividido em quatro estagios: ovo, larva (que possui trés estagios larvais), pupa e adulto
(KRASNOQOV, 2008). Dependendo de fatores como a temperatura e a umidade no
microambiente, o ciclo de vida da subespécie Ctenocephalides felis felis pode se completar
em 12 a 14 dias, ou se estender por até 174 dias. Nao obstante, na maioria das condicdes
domésticas, quase a totalidade das pulgas completam o seu ciclo de vida dentro de trés a oito
semanas (BLAGBURN; DRYDEN, 2009). Os ovos, as larvas e as pupas ndo séo encontradas
no animal, porém acumulam-se em torno dos locais de alimentacdo e descanso do hospedeiro
(BECK et al., 2006).

Tanto os machos como as fémeas sdo hematé6fagos, eles contam com o aparelho bucal
do tipo sugador-pungitivo (LINARDI, 2017). Uma vez que a pulga sai da pupa, ela
imediatamente procura um hospedeiro para se alimentar. VVarios sdo os estimulos produzidos
pelos hospedeiros que atrai as pulgas, entre eles esta o calor do corpo, 0s movimentos e 0
didxido de carbono exalado pelo animal (BITAM et al., 2010). No caso da pulga ndo encontrar
um hospedeiro para se alimentar, pode sobreviver por algum tempo, dependendo da
temperatura e umidade do ambiente, porém uma vez alimentadas, geralmente sobrevivem
menos tempo, se posteriormente morrem de fome, do que uma pulga ndo alimentada. As
pulgas adultas correspondem a cerca de 5% de uma populagdo em parasitismo
(SILVERMAN; RUST; REIERSON, 1981; BITAM et al., 2010).

Os adultos de C. felis felis presumivelmente desenvolveram uma relagcdo de
parasitismo persistente com seus hospedeiros (ELBEL, 1951) (RUST; DRYDEN, 1997). Elas



permanecem no hospedeiro e, ao contrario da opinido popular, ndo saltam de animal para
animal (RUST, 2017).

As pulgas adultas requerem uma refeicdo de sangue fresco para acasalar e comecar a
postura de ovos. A alimentacdo comega minutos apds encontrar ao seu hospedeiro e a postura
de ovos comeca 24-48 horas depois. A pulga fémea pode colocar até cinquenta ovos por dia
(RUST, 2017). Os ovos sdo ovais, lisos e medem cerca de 0,5 mm de tamanho, caem
facilmente do pelo do animal no ambiente. As larvas eclodem dentro de 48 horas e se
desenvolvem, dependendo da temperatura e umidade, nos proximos 5-15 dias. Eles sao
fotofdbicos e geotrdpicos, por isso tendem a se enterrar profundamente em tapetes e lencais,
onde a umidade relativa e a temperatura sdo maiores (DRYDEN; RUST, 1994) (PATERSON,
2019). Durante o desenvolvimento larval, eles passam por trés instares, separados entre si por
duas mudas de cuticula. No final do seu desenvolvimento, o terceiro instar larval deixa de se
alimentar e esvazia seu trato digestivo, iniciando a produgéo de ténues fios de seda viscosos,
para a formacdo do casulo pupal, que ird a aderir-se a qualquer sujidade ambiental como gréos
de areia ou outro tipo de residuo. A emergéncia das pulgas adultas ocorre em cerca de 5 a 9
dias apo6s o inicio da pupacdo, podendo chegar a um tempo tdo longo como 140 dias
(DRYDEN, 1993; DRYDEN; RUST, 1994; LINARDI; GUIMARAES, 2000; LINARDI,
2004; DA SILVA et al., 2008).

A longevidade das pulgas adultas é varidvel de acordo com as condigdes climaticas,
espécie e com a condicdo alimentar, sendo assim, C. felis felis pode ter uma sobrevida de 30
dias alimentando-se e de 19 dias em jejum (DRYDEN, 1993; LINARDI, 2004).

Geralmente, as pulgas de gato séo problematicas por causa da irritacdo e alergia que
podem ocasionar, mas também sdo consideradas como possiveis vetores para patdgenos de
cdes e gatos. Elas também tém a capacidade de causar lesdes em humanos como urticéria
papular e atuar como transmissor de alguns patégenos com potencial zoondtico como ténia ou
febre da arranhadura do gato (causada por Bartonella henselae) (SHAW et al., 2004;
PATERSON, 2019; MARCHIONDO et al., 2013).

Um quadro anémico pode ser causado pelas pulgas, embora sejam ectoparasitos de um
pequeno tamanho, uma alta infestacdo desses insetos pode causar uma perda consideravel de
sangue. Durante o repasto sanguineo, uma fémea adulta de C. felis felis consome até 13,6 puL
de sangue por dia, 0 que equivale a 15 vezes seu peso corporal e sdo capazes de atingir um
peso médio de 0,95 mg (COUTINHO; LINARDI, 2007; DRYDEN, 1993; IANNINO et al.,
2017).

Duas espécies de Rickettsia, Rickettsia felis e R. typhi, sdo transmitidas aos humanos
por pulgas, a primeira € uma bactéria Gram negativa intracelular é considerada um patdégeno
emergente em todo o mundo; a segunda, é conhecida por ser o agente causal do tifo murino,
uma doenga transmitida principalmente por Xenopsylla cheopis (ANGELAKIS et al., 2016;
BROWN; MACALUSO, 2016), ndo obstante tém autores que demonstraram que alguns
animais silvestres e domésticos se infectam com R. typhi, e se encontram parasitados
juntamente por C. felis (ADJEMIAN et al., 2010), inclusive em uma pesquisa feita na
Califdrnia foi detectada a presenca de R. typhi em 37% das pulgas da espécie C. felis, achadas
em gambas e gatos domésticos (MAINA et al., 2016).

A Bartonelose, conhecida como a doenga da arranhadura do gato, € uma doenca
causada por Bartonella henselae, sendo a espécie mais comum encontrada em humanos e
gatos (RUST, 2017). A pulga C. felis é considerada o principal vetor de B. henselae, sendo a
bactéria inoculada no hospedeiro a partir da matéria fecal contaminada em um corte ou
arranhdo (MCELROY et al., 2010).

A pulga C. felis também atua como hospedeira intermediaria do cestddeo Dipylidium
caninum. As larvas de pulgas se infectam ao consumir o ovo do cestoide e o cisticercoide se



desenvolve na hemocele do inseto. O hospedeiro definitivo se infecta quando as pulgas adultas
sdo ingeridas pelo mesmo (RUST, 2017).

Outra doenca comum causada por pulgas € a dermatite alérgica a picada da pulga,
também conhecida como DAPP, ¢ uma hipersensibilidade que é comum entre gatos e caes
(BLAGBURN; DRYDEN, 2009). Existem outros patdgenos que C. felis pode ser considerado
como um potencial vetor, podemos citar algumas como o virus da leucemia felina (FeLV),
Coxiella burnetii, calicivirus felino, Acanthocheilonema reconditium e Leishmania spp.
(RUST, 2017).

2.3 Controle de Ctenocephalides felis felis

A pulga Ctenocephalides felis felis € considerada uma das pragas mais importantes
para cdes e gatos (RUST, 2020). E um ectoparasito que se caracteriza por ter uma alta taxa de
infestacdo em todos os lugares, por conseguinte, o tratamento e a prevencdo sdo essenciais
para controlar esses parasitos (IANNINO et al., 2017). Como a maior parte do ciclo de vida
de C. felis acontece fora do hospedeiro, aproximadamente 95% da populacéo de pulgas estdo
ocultas e sdo compostos de ovos, larvas e pupas presentes no ambiente, dificultando o controle
dos mesmos (HALOS et al., 2014). A fonte principal de pulgas para cées e gatos sdo as recém-
emergidas que estdo presentes no ambiente. A propor¢do de pulgas adultas que se
movimentam de um hospedeiro a outro é pouca, por tanto o risco de infestacdo horizontal
entre animais que compartilham a mesma sala permanece baixa, desde que ndo haja estagios
imaturos no local (FRANC; BOUSHIRA; BEUGNET, 2013).

E essencial que qualquer programa de controle de pulgas tenha um objetivo claro, tanto
em termos do nivel geral desejado de controle, bem como o papel de cada animal doméstico
dentro do programa. Um programa de controle de pulgas eficaz, visa eliminar a populagao
residente de adultos e interromper o ciclo de vida das pulgas integrando medidas dirigidas em
diferentes estagios da vida da pulga, tanto no animal quanto no meio ambiente. (PERRINS;
HENDRICKS, 2007).

O sucesso no controle de infestagfes por pulgas em animais de estimagdo envolve uma
combinacdo de estratégias (PERRINS; HENDRICKS, 2007; BLAGBURN; DRYDEN,
2009). Estas incluem inseticidas direcionados ao hospedeiro e ao ambiente, e meios mecanicos
para reduzir ou eliminar os estagios ambientais da pulga (BLAGBURN; DRYDEN, 2009).

Para ter uma visdo mais organizada sobre as medidas de controle de pulgas, podemos
citar as seguintes (PERRINS; HENDRICKS, 2007; RUST, 2020):

2.3.1 Controle mecénico

Existem varios meios mecanicos de controle ambiental para infestacdo de pulgas, elas
incluem a lavagem de roupas de cama dos animais de estimacdo ou roupas de cama
frequentadas pelos animais. Também pode ser realizada a aspiragéo de carpetes, almofadas de
moveis, tapetes ou substratos com uma méaquina de vacuo (contendo uma barra batedora), que
ird remover as formas imaturas da pulga. Além disso, como a vibragdo estimula as pulgas
adultas a emergirem de seus casulos, isso facilita que também sejam coletados na maquina de
vacuo. Por conseguinte, durante uma infestacao por pulgas, a aspiracdo frequente pode reduzir
a carga geral no local onde ficam os animais. Mas deve ser assegurado que 0s sacos de Vacuo
sejam eliminados de forma adequada, para evitar a recolonizagdo do local com estagios de
pulgas previamente removidos por aspiracdo. A remocdo mecanica de pulgas adultas
diretamente do hospedeiro pode ser feita de forma manual penteando os animais
(BLAGBURN; DRYDEN, 2009).



2.3.2 Controle Bioldgico

Embora exista o interesse de controlar as pulgas com agentes menos prejudiciais para
0 meio ambiente e os hospedeiros, tem havido poucos avancgos no controle de pulgas com
agentes biologicos (RUST, 2017). Um estudo feito por De Melo et al., (2008) demonstrou que
os fungos Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana séo capazes de inibir a eclodibilidade
de ovos e causar a mortalidade de adultos de C. felis felis, dando como resultado que esses
fungos entomopatogénicos tém potencial para uso no controle de C. felis felis. Embora esses
resultados sejam bons, assim como outros feitos com bactérias e fungos tiveram demonstrado
atividade contra C. felis, eles nunca foram desenvolvidos em estratégias de controle bem-
sucedidas e a pesquisa sobre o controle bioldgico de pulgas foi limitada (RUST, 2017).

2.3.3 Controle quimico

O controle de pulgas pode ser realizado com produtos quimicos que vém em diferentes
apresentacdes (Quadro 1), existem os repelentes e adulticidas para uso em animais e 0S
produtos que atuam contra as fases de vida das pulgas no meio ambiente (PERRINS;
HENDRICKS, 2007). Nos ultimos anos, o foco de pesquisa e desenvolvimento tem sido o
tratamento de animais de estimagdo, matando de forma rapida as pulgas adultas e evitando
que o ciclo de vida da pulga se mantenha (RUST, 2020).

Ao usar drogas pesticidas € crucial considerar a velocidade de acdo contra as
infestacdes, a eficacia de longa duracdo e o nivel de seguranca para os animais e proprietarios.
Na co-infestacdo por pulgas e outros parasitas, uma combinacdo de formulacbes pode ser
recomendada para limitar o nimero de distribuicdes (IANNINO et al., 2017).

Um adulticida deve matar 95% das pulgas dentro de um periodo de tempo designado
para ser licenciado. Portanto, como todos os produtos de pulgas licenciados tém, por definicéo,
um alto grau de eficécia, estudos recentes sobre produtos de pulgas se concentraram na
persisténcia da atividade adulticida de um produto entre as aplicacdes e a velocidade com que
um produto mata as pulgas. Embora a velocidade de morte e a persisténcia sejam importantes,
outros fatores, como a conformidade do proprietario (comprimido vs spot-on vs colar),
duracdo da agéo (por exemplo, 28 vs 84 dias; e 7-8 meses para coleiras) e espectro de atividade
ectoparasiticida todos devem ser considerados ao prescrever um produto contra pulgas. Em
uma situacédo ideal, um produto administrado ou aplicado mensalmente deve ter a mesma taxa
de morte de 95% em 4 semanas que em 8 horas, para que um animal tenha niveis de protecédo
idénticos ao longo de todo o periodo de tratamento (PATERSON, 2019).

Existe uma linha de sprays aerossois que esta projetado para uso externo em animais
de estimacdo e outro para 0 meio ambiente. Esses contém um inseticida ou uma combinacao
de inseticida e um disruptor de desenvolvimento de insetos, e variam em relacéo a sua duragéo
de acdo no meio ambiente. Idealmente, o inseticida deve ter uma duracéo de acdo que exceda
a duracao média de um ciclo de vida completo da pulga, como as pupas geralmente ndo séo
afetadas por esses produtos e aplicacBGes repetidas tornam-se necessarias (PERRINS;
HENDRICKS, 2007).



Quadro 1. Adulticidas e Disruptores de Crescimento de Insetos utilizados em animais de companhia,

adaptado de Paterson (2019).

Modo de acao Exemplo Apresentacdo
Ativadores de Canal de Cloreto
As avermectinas sdo agonistas dos canais de cloreto
dependentes de glutamato nas pulgas, causando Selamectina Spot-on
blogueio da neurotransmissdo e paralisia
Inibidores da biossintese de quitina (juvenoide / DDI)
Derivado de benzoilfenilureia que inibe o
desenvolvimento de pulgas por meio do bloqueio da Lufenuron Comprimido
producdo de quitina e da eclosdo dos ovos
Antagonista do canal de cloreto controlado por GABA
(1) Fenilpirazol que blogueia 0 GABA do invertebrado
e os canais de glutamato de cloreto, necessarios para a . .
MY : R Fipronil Spot-on ou spray
inibicdo dos impulsos nervosos, levando a
hiperexcitabilidade e neurotoxicidade
(2) Potente antagonista da isoxazolina GABA do Afoxolaner C(.)m-prlmldos
invertebrado e canais de glutamato de cloro Fluralaner Comprimidos e Spot-on
bloqueados (ligagéo ao receptor mais potente do que o Lotilaner Comprimidos
fipronil) —

Sarolaner Comprimidos
Mimeéticos de hormonio juvenil (juvenoide / DDI)
o o _ _ Piriproxifen Spot-on, shampoo, spray topico, coleiras e
Imitacéo de hormdnios juvenis para evitar que as spray ambiental
larvas completem a metamorfose - Opi i
p Metoprene Spot-on, shampoo, spray tdpico, coleiras e

spray ambiental

Agonistas de receptores nicotinicos de acetilcolina

Os inseticidas furanicotinil e cloronicotinil Dinotefuran

Spot-on

(neonicotindides) se ligam aos receptores nicotinicos

pos-sindpticos de acetilcolina, resultando na inibicéo Imidacloprida Spot-on ou colar
da transmissdo colinérgica e paralisia dos parasitos - —
Nitenpyram Comprimidos
Os derivados da espinosina ativam os receptores
nicotinicos da acetilcolina. Causa hiperatividade Spinetoram Spot-on (apenas gato)
devido a interrupcéo da ligacao da acetilcolina em
receptores nicotinicos de acetilcolina na célula pos- ] o
sindptica, 0 que evita a repolarizacédo da célula Spinosad Comprimidos
Moduladores do canal de s6dio
Cifenotrina Spot-on
) ) Deltametrina Colar
Piretroides, grupo de drogas que atuam pelp _ ; Shampoo, spray e spray ambiental e
prolongamento da abertura dos canais de sodio Etofenprox nebulizador
dependentes de voltagem em invertebrados, resultando Flumetrina Colar
em potenciais de acdo aumentados e neurotoxicidade
Permetrina Spot-on, spray topico e ambiental
Fenotrina Spot-on
Bloqueadores do canal de sédio dependentes de voltagem
Inibe a entrada do ion sddio nas células nervosas, o que
resulta em fungdo nervosa prejudicada, interrupcéo da Indoxacarb Spot-on

alimentac8o do parasito, paralisia e morte




2.4 Disruptores de Desenvolvimento de insetos

O termo disruptores de desenvolvimento de insetos (DDIs) utilizado por (PENER;
DHADIALLA, 2012) foi adaptado neste estudo para se referir aos reguladores de crescimento
de insetos (IGR) que também ¢é utilizado por outros autores para se referir ao mesmo composto
quimico (PATERSON, 2019). Esses compostos estdo dentro do grupo de inseticidas usados
no controle quimico de insetos e sdo conhecidas como: hormdnios mimetizadores ou analogos
sintéticos do hormdnio juvenil, inibidores do desenvolvimento, inibidores da muda e da
sintese de quitina (BERTI et al., 2013). Sdo produtos quimicos (sintéticos ou naturais) que
interferem com espécies especificas de insetos, a maioria sdo especificas de artropodes
(PENER; DHADIALLA, 2012). A acdo fundamental dos reguladores de crescimento é
baseada na interrupgdo do crescimento e desenvolvimento normais, inibindo o surgimento de
adultos e/ou afetando a reproducdo normal do inseto adulto (BERTI; ZIMMERMAN, 1998;
BERTI et al., 2013). Sdo considerados compostos pouco toxicos para 0 homem ou outros
mamiferos, biodegradaveis, com minimo impacto para 0 meio ambiente e menos propensos
ao desenvolvimento de resisténcia pelos insetos (AGUILERA; MARQUETTI; NAVARRO,
2001; BERTI et al., 2013; KHOOBDEL et al., 2021).

Sao classificados em dois grupos, os inibidores da sintese de quitina (CSIs: “Chitin
Synthesis Inhibitors”) e os andlogos do hormonio juvenil (JHAs: “Juvenile Hormone
Analogs”) ou agonistas da ecdisona (RUST; HEMSARTH, 2016).

Os CSils (Quadro 2) atuam inibindo a sintese de quitina e, portanto, com a deposi¢édo
da nova cuticula, d& lugar a uma cuticula anormal, que consequentemente provoca a morte
apos a proxima muda do inseto suscetivel. Eles também afetam os ovos e podem afetar a
fecundidade dos insetos. A quitina é o principal componente da cuticula do inseto (PENER;
DHADIALLA, 2012).

Quadro 2. Inibidores da Sintese de Quitina (Benzoilfenilureias) atualmente aprovados para uso em
animais domeésticos, adaptado de Junquera et al., (2019).

Ingrediente ativo Pragas alvos Animais alvos Introdugéo Principais paises
Moscas criadas em Gado 1970s USA
esterco
Diflubenzuron Miiase cutanea Ovelha 1990s Australja, l_\lova
Zelandia
Piolho do mar Salmonideos 1990s Chile, Noruega, llhas
Faroe
Australia, América
Fluazuron Carrapato Gado 1990s Latina, Africa do Sul
Pulga Caes, gatos 1980s No mundo todo
Lufenuron
Piolho do mar Salmonideos 2010s Chile
Pulga Caes, gatos 2010s USA
Novaluron ;
Moscas criadas em Gado 2010s Brasil
esterco, carrapato
Teflubenzuron Piolho do mar Salmonideos 1990s Canada, USA,
Noruega, llhas Faroe
Triflumuron Mnasg cutanea, Ovelha 19905 Australia (plolh_os),
piolho ] ] ] Nova Zelandia



Os JHAs afetam o equilibrio hormonal dentro dos insetos, suprimindo a embriogénese,
a metamorfose e a formacao de adultos (RUST; HEMSARTH, 2016). Essa acdo acontece da
seguinte forma, o hormonio juvenil (JH) é secretado pelas glandulas enddcrinas do inseto, sua
funcdo é a de regular a metamorfose, essa metamorfose acontece quando a glandula limita a
producdo de JH durante um tempo especifico, ficando ausente e deixando uma janela de tempo
onde ocorre a metamorfose. Os JHAs por sua parte, interferem na metamorfose quando estao
presentes na janela de tempo durante o qual o JH enddgeno esta ausente (PENER;
DHADIALLA, 2012).

A utilizacdo dos DDIs para o tratamento da infestacdo por ectoparasitos € feita
combinando com um adulticida ou apenas o DDI, dando resultados interessantes. Os DDIs
afetam os ovos, larvas e pulgas adultas; a combinagdo com adulticidas aplicados a cées e gatos
demonstrou prevenir a eclosdo de ovos de C. felis felis e o desenvolvimento de larvas no meio
ambiente. Além disso, os DDIs diminuem o tempo necessario para controlar pulgas em
ambientes fechados e também podem diminuir a probabilidade de desenvolvimento de
resisténcia a inseticidas (LEBON et al., 2018) (RUST, 2017).

Atualmente, existem DDIs aprovados para a utilizacdo no controle de artrépodes
(Quadro 3) e de entre elas, duas formas de DDIs estdo disponiveis para 0 manejo de
infestacOes por pulgas em animais de estimagdo. Estes sdo os inibidores da biossintese de
quitina (lufenuron) e os andlogos do horménio juvenil (metopreno e piriproxifen)
(PATERSON, 2019).

Quadro 3. Disruptores de Desenvolvimento de Insetos (DDIs) comercializados ou que receberam
licencas limitadas para controle de artropodes, adaptado de Pener e Dhadialla (2012).

Inibidores da Sintese de Quitina (CSlIs) Analogos do Hormdnio Juvenil (JHAS)
Bistrifluron Metopreno
Clorbenzuron e Diclorbenzuron Hidropreno
Chlorfluazuron Fenoxicarb
Diflubenzuron Piriproxifen
Fluazuron Kinoprene
Flucicloxuron Triprene

Flufenoxuron

Hexaflumuron

Lufenuron
Novaluron

Teflubenzuron

Triflumuron

Buprofezin

Etoxazole
Cyromazine
Dicyclanil

2.4.1 Piriproxifen

O composto quimico Piriproxifen (Figura 1) € um analogo do horménio juvenil (JHA)
que foi sintetizado pela primeira vez no Japéo, na década dos 80 (BERTI; ZIMMERMAN,
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1998; BERTI et al., 2013). O composto imita a acdo bioldgica do horménio juvenil natural do
inseto e bloqueia a iniciacdo de mudancas genéticas que normalmente ocorreriam no ciclo de
desenvolvimento de vérias células e 6rgdos essenciais para a formacdo de embrides, larvas,
pupas ou tecidos adultos (KARHU; ANDERSON, 2000).

O Piriproxifen atua da seguinte forma, a muda e a metamorfose em insetos estéo sob
o0 controle de dois hormdnios, o esterdide ecdisona e um grupo de sesquiterpendides aciclicos
conhecidos como hormdnios juvenis (JH). A ecdisona induz e regula a muda, mas o carater
da muda é mediado por JH. Quando o JH esta presente, ndo ha diferenciagdo na forma. Na
sua auséncia, a ecdisona inicia a troca na expressao génica necessaria para a metamorfose,
primeiro para a pupa e depois para o adulto. Normalmente, quando ocorre o crescimento
suficiente do inseto, a producdo de JH cessa e leva a muda para o estagio adulto. O piriproxifen
imita a acdo de JH e mantém o inseto em um estado imaturo. Os insetos tratados com esse
produto quimico sdo incapazes de mudar com sucesso até o estagio adulto e ndo podem se
reproduzir normalmente (SULLIVAN; GOH, 2008). Dessa forma, o piriproxifen atua para
reduzir as populac6es de insetos, interferindo no desenvolvimento fisioldgico dos estagios de

vida (KARHU; ANDERSON, 2000).
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Figura 1. Estrutura quimica do Piriproxifen (KHOOBDEL et al., 2021).

O

E um composto a base de piridina que é relativamente estavel. Tem uma volatilidade
moderada de 1,0 x 107 mmHg a 20°C (SULLIVAN, 2000). A DLso oral para ratos é> 5.000
mg/kg, o0 que o torna util como um produto topico em animais de estimacdo (SULLIVAN,
2000; RUST; HEMSARTH, 2016).

O piriproxifen ndo é tdo eficaz para o controle de formas adultas de pulgas, porém
pode interferir na eclosdo dos ovos e afetar as formas imaturas do inseto (PALMA; MEOLA,
MEOLA, 1993) (MEOLA et al., 2000). Além tem sido demonstrado que o piriproxifen possui
efeito larvicida sobre outras espécies de insetos, como € o caso de Alphitobius diaperinus
(ZORZETTI et al., 2015). Com a finalidade de potenciar seu efeito, pode ser utilizado
associado a adulticidas ou outros DDIs. Os tratamentos combinados com adulticidas e DDIs
interrompem o ciclo de vida de pulgas e conseguem o controle dentro das residéncias. Em
estudos feitos se demonstrou que o piriproxifen potencializou a atividade do metopreno contra
as larvas de Ctenocephalides felis felis na combinacao de piriproxifen:metopreno (10:1) sendo
duas vezes mais ativo (CLso 0,20 ppm em meio de criagdo de larvas) como metopreno ou
piriproxifeno sozinho (RUST; HEMSARTH, 2016; RUST, 2020). O sinergismo permitiu que
concentracfes mais baixas de cada DDI fossem aplicadas e ainda fossem eficazes. As pulgas
podem absorver o piriproxifen através da cuticula por contato direto ou por ingestdo
(KARHU; ANDERSON, 2000).



Existem combinagbes entre piriproxifen e outros principios ativos testadas e
registradas contra C. felis felis em testes in vitro e/ou in vivo, algumas combinacdes sdo a de
imidacloprid / piriproxifen, imidacloprid / permetrina / piriproxifen, dinotefuran / permetrina
/ piriproxifen e dinotefuran / piriproxifen (RUST, 2017).

2.4.2 Novaluron

O Novaluron é uma benzoilfenilureia (BPU) que forma parte do grupo dos inibidores
de sintese de quitina (CSI), um dos ultimos introduzidos no mercado (JUNQUERA et al.,
2019). E um potente supressor de importantes pragas agricolas como lepiddpteros,
coledpteros, homépteros e dipteros (CUTLER; SCOTT-DUPREE, 2007). O composto foi
aprovado para sua utilizacdo contra parasitos de cultivos nos Estados Unidos (EUA) no ano
de 2003. H& pouco tempo, foi introduzido em alguns produtos veterinarios para o controle de
pulgas em animais de estimacgdo nos EUA, combinado com fipronil (PetArmor® plus IGR e
Sentry® Fiproguard® plus IGR, ambos da Sergeant’s) e para controle de carrapatos no Brasil
em combinacdo com eprinomectina (Novatack® Gold da Clarion) (JUNQUERA et al., 2019).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA) considerou o novaluron como um
composto que apresenta baixo risco para o0 meio ambiente e organismos ndo-alvos, e o avaliou
como uma opcdo importante para diminuir a dependéncia de inseticidas organofosforados,
carbamatos e piretréides (EPA, 2001; FAO; WHO, 2005).

O modo de a¢do do novaluron é o mesmo aplicado aos CSls. No nivel do organismo,
0s sintomas geralmente sdo expressos na muda, quando a quitina esta sendo ativamente
produzida e é interrompida. Em geral, apenas as larvas sdo afetadas e todos os efeitos,
incluindo a inibi¢cdo completa da muda, inibicdo parcial da muda, pupas malformadas e falta
de alimentacdo sdo devido a ma formacdo da cuticula (RETNAKARAN; WRIGHT, 1987;
CUTLER; SCOTT-DUPREE, 2007). Atua principalmente por ingestdo contra estagios
imaturos de insetos, mas potencialmente tem toxicidade de contato (CUTLER et al., 2005) e
atividade translaminar, ampliando seu espectro de aplicacdo. Embora efeitos letais agudos em
adultos ndo sejam observados, varias investigagdes demonstraram reducdo na producgédo de
ovos e/ou viabilidade de adultos de insetos expostos ao novaluron (CUTLER; SCOTT-
DUPREE, 2007).

Entre as caracteristicas fisicas e quimicamente do composto, podemos afirmar que
novaluron (Figura 2) tem uma baixa pressdo de vapor, baixa solubilidade em agua (3 pg/L),
que ndo ¢ afetada pelo pH, e um Log Pow (log P) relativamente alto de 4,3. As taxas de
hidrolise e fotolise sdo lentas e ndo se espera que esses processos degradem significativamente
0 composto no meio ambiente. Ndo tem efeitos adversos na respiracdo do solo e N-
mineralizacdo, e é fortemente adsorvido pelos solos, uma caracteristica que deve reduzir a
probabilidade de lixiviacdo e contaminacdo dos sistemas de &gua subterranea (EPA, 2001;
FAO, 2004).
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Figura 2. Estrutura quimica do Novaluron (CUTLER; SCOTT-DUPREE, 2007).

O composto é usado atualmente apenas em uma das dezenas de spot-ons para caes nos
EUA. Foi introduzido recentemente para o controle de pulgas combinado com fipronil; o
novaluron adiciona eficacia larvicida ao efeito adulticida de fipronil. Até agora, ndo é usado
na Europa ou América latina para o controle de pulgas. Pode-se presumir que 0 uso ainda é
muito limitado. No Brasil, 0 uso de novaluron contra carrapatos de gado provavelmente ainda
é marginal (JUNQUERA et al., 2019).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Localizacéo do Estudo

O presente estudo foi realizado no Laboratorio de Quimioterapia Experimental em
Parasitologia Veterinaria (LQEPV), vinculado ao Instituto de Veterinaria (IV) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

3.2 Manutencao de Pulgas no Laboratério

Foram utilizadas pulgas da subespécie Ctenocephalides felis felis e sua manutencéo
foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Veterinaria da UFRRJ
sob 0 nimero de protocolo 4313110419. Para a manutencdo da coldnia, os gatos foram
infestados com pulgas adultas (25 machos e 75 fémeas) ndo alimentadas e com idade variando
de sete a 14 dias. As infestacOes aconteciam uma vez na semana. Os gatos foram mantidos em
gaiolas adaptadas (240 x 210 x 60 cm) com bandejas retrateis para realizacdo da coleta dos
0VO0s que ocorria diariamente.

Apos a coleta, os detritos e os ovos das bandejas foram processados de forma que fosse
possivel realizar a coleta de ovos e adicdo de substrato larval (CORREIA et al., 2003). Em
seguida, o material foi acondicionado em camaras climatizadas (BOD) com controle de
temperatura (27+1°C) e umidade (80+£10%) até a emergéncia das pulgas adultas (21 dias
aproximadamente), e assim dando continuidade ao ciclo da manutencdo de pulgas no
laboratorio.

3.3 Larvas de Pulgas

Para a realizacéo de cada teste foram coletados aproximadamente 1500 ovos com idade
inferior a 24 horas da pulga Ctenocephalides felis felis. A coleta foi realizada utilizando um
pincel numero 0 e um microscopio estereoscopico, os ovos foram coletados de forma delicada
e colocados em uma placa de petri (60 x 15 mm); em total foram colocados aproximadamente
100 ovos em cada placa, totalizando 15 placas incubadas = 1500 ovos. Esses ovos foram
incubados na camara climatizada (do tipo B.O.D) com temperatura (27+1°C) e umidade
(80+10%) controlados por um periodo de 48 horas, tempo no qual as larvas eclodem, estando
no primeiro instar (L1). Para a realizacdo do experimento foram utilizadas as larvas de
primeiro instar.

3.4 Delineamento Experimental

O experimento foi desenvolvido em duas etapas:

A primeira etapa foi o teste de triagem, realizado com a finalidade de validar a
metodologia descrita por Rust e Hemsarth (2016).
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Para o desenvolvimento do experimento foram utilizados dois gramas de substrato
larval, os quais foram impregnados com 200 pL de uma solucdo de piriproxifen na
concentracdo de 400 ppm. O solvente utilizado foi a acetona.

A impregnacdo do substrato foi realizada em frascos de vidro de 10 mL (5,3 cm de
altura e 2,5 cm de didmetro) (Figura 3), os quais foram lavados 24 horas antes da impregnacao
com dois mililitros de acetona para remover qualquer tipo residuo na superficie interna dos
mesmaos.

Figura 3. Frasco de vidro utilizado para a impregnacéo (Fonte: Arquivo pessoal).

Apos a impregnacao, foi feita a homogeneizagdo do substrato no vortex durante + 1
minuto. Imediatamente, os frascos foram colocados na capela de exaustdo para a secagem,
durante duas horas. Posteriormente, cada frasco foi homogeneizado novamente no vortex
durante um minuto e em seguida os substratos impregnados foram colocados na placa de petri
correspondente (Figura 4).

Figura 4. Substrato larval impregnado com solugéo contendo disruptor de desenvolvimento de
insetos (Fonte: Arguivo pessoal).
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Em cada placa de petri (60 x 15 mm) foram colocadas 10 larvas de primeiro instar,
mais o substrato previamente impregnado com piriproxifen. Foram divididos em 10 grupos
tratados e 1 grupo controle. As placas foram identificadas e posteriormente fechadas com a
ajuda de elasticos de borracha para evitar que as larvas fugissem (Figura 5).

Figura 5. Placas de Petri com substrato impregnado com disruptor de desenvolvimento de inseto e
larvas de Ctenocephalides felis felis (Fonte: Arquivo pessoal).

As placas de petri com as larvas e o substrato impregnado foram colocadas na camara
BOD a uma temperatura de 27°C e 80% de umidade, sendo monitorado constantemente.
Foram deixadas durante 21 dias aproximadamente, sem manipular as placas durante esse
periodo.

A segunda etapa foi a avaliacdo dos disruptores de desenvolvimento de insetos (DDI)
piriproxifen e novaluron. O experimento foi realizado da mesma forma que o teste descrito
anteriormente.

Foram preparadas diferentes concentrages, totalizando 10 concentragdes
correspondentes ao piriproxifen 0,049, 0,098, 0,195, 0,391, 0,781, 1,563, 3,125, 6,25, 12,5 ¢
25 ppm, e 10 concentragOes correspondentes ao novaluron 0,001, 0,01, 0,05, 0,1, 1,0, 1,5,
1,75, 2,0, 2,5e 5,0 ppm.

Para cada concentracdo e para o grupo controle foram preparadas seis repeticdes. As
seguintes etapas e 0s materiais utilizados foram similares a primeira etapa descrita
anteriormente.
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3.5 Analise de Dados

Foi realizada uma anélise descritiva das alteracbes morfolGgicas observadas nos testes
de piriproxifen e novaluron. A avaliacdo do nimero de pulgas adultas emergidas do pupario
foi realizada apds 21 dias de incubacdo das larvas com a dieta contendo os disruptores de
crescimento. Para a avaliacdo, as placas de petri foram retiradas da cdmara climatizada,
observando primeiramente a presenca ou auséncia de pulgas emergidas do pupario e
seguidamente deixando as mesmas expostas a temperatura de -20°C durante 15 min
aproximadamente. Os puparios foram abertos com ajuda de estiletes entomoldgicos para
observar a morfologia das pulgas adultas formadas.

Para a avaliacdo de mortalidade foi adotado o seguinte critério: foram consideradas
como pulgas vivas aquelas que conseguiram emergir da pupa, assim também aquelas que
continuavam dentro do pupario, mas estavam totalmente formadas, com as pernas livres do
corpo, cumprindo com as caracteristicas de uma pulga normal para a espécie; foram
consideradas como mortas aquelas que apresentassem as pernas comprimidas ao corpo ou se
a pupa estivesse aderida a cuticula. As larvas que ndo conseguissem passar para o estagio de
pupa também foram consideradas mortas. Esses critérios foram adaptados do trabalho de Rust
e Hemsarth (2016). Além disso, alteracdes relacionadas a morfologia foram descritas.

A avaliagdo da mortalidade para cada concentracdo e para cada teste foi determinada
pela formula de Abbott (1987): Mortalidade corrigida (%) = nimero de individuos mortos no
grupo tratado — niimero de individuos mortos no grupo controle / (100 — nimero de individuos
mortos em o grupo controle). Foi calculada a eficacia para cada concentracdo através da
formula: Eficacia (%) = [(nimero meédio de pulgas vivas do grupo controle — nimero média
de pulgas vivas do grupo tratado) / (nimero médio de pulgas vivas do grupo controle)]x100
(MARCHIONDO et al. 2013).

Foram determinadas as concentracdes letais 50 e 90 (CLso e CLgo) para o novaluron e
o piriproxifen por meio da analise Probit, utilizando o programa computacional RStudio ©
2009-2019 Versao 1.2.1335 Inc., pacote “Ecotoxicology” (CARVALHO et al., 2017).

Os valores de média e desvio padrdao foram calculados no programa computacional
Microsoft Excel. Os dados foram transformados (log 10) e submetidos a anélise de variancia
(Anova: 1 critério). O nivel de significancia foi de 95%. Os dados foram analisados no
programa computacional Bioestat 5.3 (AYRES et al., 2007).
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacédo da Metodologia de Impregnacéo do Substrato Larval

No teste de triagem para a validagcdo da metodologia de impregnacao foram utilizados
400 ppm de piriproxifen em cada tratamento (10 grupos tratados mais um grupo controle). Na
avaliacdo foi constatada 100% de mortalidade em todos os grupos tratados, enquanto o grupo
controle apresentou apenas 10% de mortalidade. N&do foram recuperadas pulgas mortas em
nenhum dos grupos submetidos ao estudo. Os resultados estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Nimero de ovos incubados, nimero de pulgas vivas recuperadas, nimero de pulgas mortas
recuperadas, mortalidade e mortalidade corrigida para Ctenocephalides felis felis submetidas ao
substrato impregnado com piriproxifen a 400 ppm.

R -~ Ntmero de Pulgas vivas Mortalidade Mortalidade
epeticao [ppm] _ ovos Pulgas mortas o igida (%6)
incubados recuperadas (%) corrigida (%

1 400 10 0 0 100 100

2 400 10 0 0 100 100

3 400 10 0 0 100 100

4 400 10 0 0 100 100

5 400 10 0 0 100 100

6 400 10 0 0 100 100

7 400 10 0 0 100 100

8 400 10 0 0 100 100

9 400 10 0 0 100 100

10 400 10 0 0 100 100

Controle 0 10 9 1 10 0

Neste teste foram observadas algumas alteragcdes na motilidade das larvas. Notou-se
que a partir do dia 5 ap6s o inicio do experimento, pelo menos uma larva de cada placa de
petri do grupo tratado apresentou-se imdvel, enquanto o restante das larvas do grupo em
tratamento, assim como as larvas do grupo controle apresentavam uma motilidade normal. A
partir do dia 9, a quantidade de larvas imdveis aumentou a pelo menos duas larvas em cada
placa do grupo tratado. No dia 12, foram observadas pelo menos trés larvas imdveis em cada
placa de petri do grupo tratado. Nesse periodo de tempo no grupo controle ja foi observada a
formacéo de puparios. No dia 15, foram observadas apenas duas larvas méveis entre todas as
placas do grupo tratado. No dia 19, ndo foi observada nenhuma larva movel nas placas sob
tratamento com piriproxifen, embora no grupo controle foram observados 0s puparios.

A observacdo que foi feita com pouca manipulacdo das placas de petri e de forma
macroscopica para evitar uma possivel interferéncia no ciclo da pulga demonstrou que a partir
do dia 5 ja existem larvas com a motilidade afetada, mas no dia 15, ap6s duas semanas do
inicio do tratamento a motilidade das larvas tratadas foi quase nula e sem formacdo de
PUpArios.
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4.2 Atividade e Concentracéo Letal de Piriproxifen sobre o desenvolvimento de larva a
adultos de Ctenocephalides felis felis

Na avaliacdo do teste com piriproxifen diluido em diferentes concentracGes foi
possivel observar uma mortalidade de 100% nas concentracGes superiores a 1,563 ppm, essa
porcentagem de mortalidade foi decrescendo gradualmente, chegando a 28,8% na ultima
concentracdo que foi de 0,049 ppm. No grupo controle foi observado uma mortalidade de
13,3%.

Foi notada a formacao de puparios, alguns apresentando pulgas vivas e outras mortas.
Nas concentragfes maiores a 1,563 ndo foram recuperadas pulgas mortas, ndo assim nas
menores, onde sim foram recuperadas pulgas mortas dos puparios. As larvas chegaram até a
formag&o do pupario, mas por algum motivo ndo conseguiram se tornar pulgas totalmente
formadas.

A concentracdo letal CLso e CLgo do piriproxifen com um indice de confianga de 95%
foi de 0,07 e 0,27 ppm, respectivamente. A CLso teve um minimo de 0,04 e méaximo de 0,09
ppm, enquanto que a minima e méaxima do CLgo foi de 0,18 a 0,66 ppm. O calculo foi feito
utilizando as faixas de 1,563, 0,0781, 0,0195, 0,0098 e 0,0049 ppm. O Slope foi de 2,168, a
Variacéo = 0,46, 0 R? = 0,6949, o Qui-quadrado = 7,027 e 0 P = 0,9289.

Os resultados do porcentual de mortalidade de cada nivel de concentracéo, assim como
os resultados das concentracdes letais estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2. Namero de ovos incubados, nimero de pulgas vivas recuperadas, nimero de pulgas mortas,
percentual de mortalidade, percentual de mortalidade corrigida e concentragdo letal para
Ctenocephalides felis felis submetidas ao substrato impregnado com vérias concentragfes de
piriproxifen.

NuUmero de Pul . M lidad Mortalidade | Concentragéo
Grupos [ppm] 0vos Ulgas vivas 40 tas ortalidade corrigida letal
. recuperadas (%)
incubados (%) (ppm)
25 60 0 60 100 100
12,5 60 0 60 100 100
6,25 60 0 60 100 100 CL50 =0,07
3,125 60 0 60 100 100 (0,04 -0,09)
o ) 1,563 60 0 60 100 100
Piriproxifen 781 60 2 58 96,7 96,2
0,391 60 2 58 96,7 96,5
0,195 60 7 53 88,3 86,5 CL90=0,27
0,098 60 16 44 73,3 69,2 (0,18 - 0,66)
0,049 60 37 23 38,3 28,8
Controle 0 60 52 8 13,3 0

As pulgas mortas recuperadas apresentavam o0s membros colados ao corpo, com
aparéncia de um corpo ressecado, em alguns casos de cor amarelado e muito comprimidos
lateralmente, algumas apresentando parte da pupa colada na cuticula e com o tamanho do
corpo menores ao normal correspondente a subespécie (Figura 6).
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Figura 6. Pulga da subespécie Ctenocephalides felis felis viva (A) sem altera¢cdes morfoldgicas e
pulgas mortas (B,C e D) com alteracfes morfoldgicas apds 21 dias sob tratamento com piriproxifen

(Fonte: Arquivo pessoal).

A quantidade de pulgas adultas vivas recuperadas foi decrescendo conforme a
concentracdo de piriproxifen aumentava. Na andlise estatistica foi possivel constatar que
existiu diferenca significativa entre o grupo controle e 0s grupos tratados, assim também entre
0S grupos tratados entre si, exceto as concentracdes maiores a 0,391 ppm, onde nao existiu
diferenca significativa entre eles. Os resultados da quantidade de pulgas vivas recuperadas,
assim como os dados estatisticos estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Numero de pulgas adultas da subespécie Ctenocephalides felis felis recuperadas ap6s 21
dias de desafio com a representacdo da média, desvio padrdo e porcentagem de eficcia correspondente
a cada concentragdo de piriproxifen.

Numero de adultos vivos recuperados/Concentracdes (ppm)

Repeticdes
Controle 0049 0098 0195 0391 0781 1563 3125 625 125 25

1 10 3 4 1 0 0 0 0 0 0 0
2 8 7 2 1 1 0 0 0 0 0 0
3 8 8 2 0 0 0 0 0 0 0 0
4 9 6 2 3 1 0 0 0 0 0 0
5 8 7 3 2 0 0 0 0 0 0 0
6 9 6 3 0 0 0 0 0 0 0 0

Total 52 37 16 7 2 0 0 0 0 0 0

Média 8,72 620 27¢ 120 03 03 00 00 00 00¢ 0,0

Desvio 0.8 17 08 12 05 05 0 0 0 0 0

padréo

(E(,;')‘)’ac'a 288 692 865 962 962 100 100 100 100 100

abcd\édias com letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).
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Entre as pulgas vivas recuperadas foi examinado o sexo, apresentando-se uma
quantidade maior de fémeas, que foi decrescendo conforme aumentava a concentracdo de
piriproxifen.

Algumas pulgas adultas conseguiram emergir do pupario nas menores concentracoes,
foi observado que enquanto menor era a concentracdo de piriproxifen no substrato larval,
maior a quantidade de pulgas adultas emergidas do pupério no dia 21.

Na avaliacdo também foram encontradas larvas mortas que pelas caracteristicas
morfoldgicas estavam entre o segundo ou terceiro instar, ressecadas e dispostas em forma de
“U” (Figura 7).

Figura 7. Larvas de Ctenocephalides felis felis mortas (A, B, C e D) no substrato larval sob
tratamento com piriproxifen (Fonte: Arquivo pessoal).

4.3 Atividade e Concentracéo Letal de Novaluron sobre o desenvolvimento de larva a
adultos de Ctenocephalides felis felis

No teste do novaluron houve 100% de mortalidade na maior concentragdo que foi de
5 ppm, e conforme a concentracdo do composto foi diminuindo, a taxa de mortalidade foi
reciproca. No grupo controle foi observada uma mortalidade de 26,7%. Foram encontrados
puparios com pulgas vivas e mortas. A quantidade de pulgas mortas recuperadas foi pouca,
distribuindo-se entre a segunda e a sexta concentracdo (2,5 e 1 ppm). A maioria das pulgas
morreram na fase imatura (larva), sem chegar a formacao de puparios.

A concentragéo letal CLso e CLgo do novaluron com um indice de confianga de 95%
foi de 0,25 e 2,29 ppm, respectivamente, com um minimo e maximo de 0,12 e 0,40
correspondente ao CLso e 1,42 a 4,71 ppm que correspondem ao CLgo. O calculo foi feito
utilizando as faixas de 5, 2,5, 1,75, 1 e 0,1 ppm. O Slope foi de 1,32, a Variacéo = 0,76, 0 R?
=0,867, 0 Qui-quadrado = 11,22 e 0 P = 0,976.
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Os resultados de percentual de mortalidade de cada nivel de concentracdo, como
também as concentragdes letais estdo descritos na tabela 4.

Tabela 4. Namero de ovos incubados, nimero de pulgas vivas recuperadas, nimero de pulgas mortas,
percentual de mortalidade total, percentual de mortalidade corrigida e concentracdo letal para
Ctenocephalides felis felis submetidas ao substrato impregnado com varias concentraces de
novaluron.

G Concentragbes N°deovos  Pulgasvivas  Totalde  Mortalidade Mortalidade Conﬁir:;{agao
rupos (ppm) incubados recuperadas Mortas (%) corrigida (%0) (ppm)
50 60 0 60 100 100
25 60 2 58 96,7 95,5 CL50=0,25
2,0 60 6 54 90 86,4 (0,12 -0,40)
1,75 60 12 48 80 72,7
1,5 60 9 51 85 79,5
Novaluron 1,0 60 18 42 70 59,1
0,1 60 39 21 35,0 11,4 CL90=2,29
0,05 60 42 18 30 45 (1,42 - 4,71)
0,01 60 33 27 45 25,0
0,001 60 44 16 26,7 0
Controle 0 60 44 16 26,7 0

As pulgas mortas recuperadas dos puparios apresentavam 0s membros totalmente
colados ao corpo e eram de uma coloragdo amarelada, provavelmente com alteracbes no
exoesqueleto, porém sem alteracOes visiveis no tamanho da pulga (Figura 8).

Figura 8. Pulga da subespécie Ctenocephalides felis felis morta com alteragdes morfoldgicas ap6s
21 dias sob tratamento com novaluron (Fonte: Arquivo pessoal).

A quantidade de pulgas adultas recuperadas foi descontinua, com altas e baixas
conforme aumentava a concentracdo de novaluron, porém a partir da concentracdo 1,75 ppm
foi decrescendo até chegar a ser nula na Gltima concentragdo 5,0 ppm. Estatisticamente, o
grupo controle ndo teve diferenca significativa com as menores concentracfes, a partir da
concentracdo 1,0 ppm houve diferenca estatistica.

Os resultados da quantidade de pulgas vivas recuperadas, assim como os dados
estatisticos estdo representados na Tabela 5.
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Tabela 5. Numero de pulgas adultas da subespécie Ctenocephalides felis felis recuperadas ap6s 21
dias de desafio com a representacdo da média, desvio padrdo e porcentagem de eficacia correspondente
a cada concentracdo de novaluron.

Repeticdes Numero de adultos vivos recuperados/Concentracdes (ppm)
Controle 0,001 0,01 0,05 0,1 1,0 15 1,75 2,0 2,5 5,0

1 6 9 7 7 6 5 2 2 1 0 0
2 8 8 6 6 8 4 1 1 0 0 0
3 7 8 6 7 6 1 3 3 2 1 0
4 9 8 7 9 5 3 2 2 2 1 0
5 5 7 3 7 8 3 1 1 1 0 0
6 9 4 4 6 6 2 0 3 0 0 0

Total 44 44 33 42 39 18 9 12 6 2 0

Média 7,32 7,32 5,52 7,02 6,52  3,0° 1,5 2,0° 1,00° 0,3¢ 0,0

Desvio 1,6 18 16 1,1 12 14 10 09 09 05 00

padréo

Eficacia(%o) 0 25 4,5 11,4 59,1 795 72,7 86,4 95,5 100

abed\Médias com letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).

Entre as pulgas vivas recuperadas, foi observado uma maior quantidade de fémeas na
maioria das concentragdes utilizadas, exceto na concentragcdo 1,75 ppm na qual a quantidade
de machos foi maior.

Também foram recuperadas larvas mortas em todas as concentragcdes menores a 0,25
ppm, essas larvas apresentavam as mesmas caracteristicas morfoldgicas descritas no teste de
piriproxifen (Figura 7).
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5 DISCUSSAO

A avaliacdo da acdo larvicida de compostos realizada pelo método de impregnacao do
substrato larval para pulgas tem sido mencionada por Marchiondo et al. (2013) como modelo
bésico para os investigadores prepararem planos para a definicdo da eficacia de um novo
material de investigacdo. O método em principio foi desenvolvido por Rust et al. (2002) como
um bioensaio para determinar a susceptibilidade de cepas de Ctenocephalides felis felis ao
Imidaclopride. Rust e Hemsarth (2016, 2019, 2020) utilizaram esse método em experimentos
com disruptores de desenvolvimento de insetos. Neste estudo foi adaptado o método
mencionado para determinar a concentracdo letal do piriproxifen e novaluron. O método
resultou ser conveniente para realizar o calculo de CL e demonstrar a suscetibilidade das
larvas de C. felis felis ao piriproxifen e novaluron, no obstante é um método arduo, que requer
de muita atencdo na hora da sua execucéo, principalmente no momento da manipulacdo das
larvas para evitar qualquer dano que possa interferir na evolucdo normal do ciclo bioldgico.
Rust et al. (2002) recomendaram o uso de placas de Petri de vidro para reduzir a estética e
evitar que as larvas voem ou grudem nas laterais das placas, neste trabalho foram utilizadas
placas de petri de plastico e ndo foram observados inconvenientes na hora da manipulacgao das
mesmas, tendo em conta que as placas de plastico atuais sdo livres de estatica. Uma vantagem
deste método utilizando larvas de pulgas é que o composto impregnado pode atuar de duas
formas, por contato e/ou ingestao.

Como a funcgéo dos DDIs é a de impedir que as formas imaturas continuem com a sua
evolugéo, neste estudo foi observada uma diferenca de acdo nos dois compostos. As larvas
expostas ao piriproxifen chegaram a evoluir até instares superiores, algumas morrendo como
larvas, mas a maioria chegou até a formacao de pupas, porém morrendo dentro dos mesmos,
isso foi refletido na quantidade de pulgas mortas recuperadas dos puparios. Com base a esses
fatos pode se presumir que o piriproxifen pode ter uma maior acao por ingestéo, visto que a
maioria das larvas conseguiram evoluir, mas ndo chegaram a ser adultos integros. Porém,
também ndo é descartada a sua acdo através do contato, visto que a sua absor¢do pode ser feita
por essas duas vias (KARHU; ANDERSON, 2000). Meola et al. (2000) observaram que as
larvas de pulgas alimentadas com sangue fecal excretado por adultos alimentados com
piriproxifen morrem antes de atingirem o estado adulto. Em outras espécies de insetos, como
Alphitobius diaperinus, a aplicacdo direta de piriproxifem nas larvas ocasiona maior
porcentagem de mortalidade do que quando o produto aplicado na racéao, indicando assim que
0 piriproxifen tem uma maior a¢do por contato (ZORZETT] et al., 2015).

O novaluron atua principalmente por ingestdo contra estagios imaturos de insetos, mas
potencialmente pode ter toxicidade de contato (CUTLER et al., 2005). Neste estudo a maioria
das larvas que foram expostas ao novaluron morreram na fase de larva e poucas chegaram a
morrer dentro dos puparios; presume-se que a maior acdo do novaluron contra as larvas de C.
felis felis foi por contato e em menor grau por ingestao.

Em relacdo as pulgas vivas recuperadas, espera-se que as pulgas adultas que foram
resultado do tratamento com piriproxifen apresentem problemas reprodutivos, visto que
existem estudos onde individuos adultos de C. felis foram submetidos a uma dieta de sangue
contendo piriproxifen e outra ao contato com o quimico, dando como resultado uma inibicéo
da ecloséo dos ovos, indicando uma atividade de esterilizacdo dos mesmos (MEOLA et al.,
2000; PALMA; MEOLA; MEOLA, 1993). Nao existem ainda estudos que demonstrem a a¢ao
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residual do novaluron nas pulgas adultas alimentadas ou que estiveram em contato com o
quimico na fase imatura da sua evolugéo.

As concentracdes letais CLso € CLgo deste estudo, que correspondem ao piriproxifen,
foram de 0,07 e 0,27 ppm, respectivamente. Rust e Hemsarth (2016) demonstraram num
estudo realizado com larvas de C. felis felis que a CLso e CLgo do piriproxifen foi de 0,19 e
1,51 ppm, respectivamente. Outro estudo similar demonstrou uma CLsg de 0,23 e CLgo de
1,13 ppm (RUST; HEMSARTH, 2019). Os dois estudos mencionados apresentaram
concentragOes letais maiores aos demonstrados neste estudo. O fator que pode ter influenciado
nessa variagao é desconhecido, mas tendo em conta que foram controladas todas as variaveis
do método utilizado, teve uma variavel que ndo foi mencionado nos trabalhos de Rust e
Hemsarth (2016 e 2019) e poderia ter causado essa diferenca que foi o da homogeneizacao do
substrato, que no presente trabalho foi realizada durante um minuto antes e depois da secagem
do substrato impregnado, presume-se que essa homogeneizagdo aumentou a dispersdo do
composto no substrato e assim aumentando a disponibilidade do quimico para as larvas de C.
felis felis.

No caso do novaluron, a CLso e CLgo foram de 0,25 e 2,29 ppm, respectivamente, essas
concentragOes foram maiores aos registrados por Rust e Hemsarth (2020) no trabalho onde
utilizaram larvas de C. felis felis, sendo a CLsg de 0,03 e CLgo de 0,13 ppm.

A concentracdo letal 50 do novaluron foi superior a do piriproxifen neste estudo. Tanto
o piriproxifen, como o novaluron apresentaram atividade sobre as formas imaturas de
Ctenocephalides felis felis, afetando o desenvolvimento dos mesmos e demonstrando assim
ser eficientes para o controle destes insetos. Existem trabalhos que mencionam a eficiéncia do
piriproxifen sobre as formas imaturas das pulgas, principalmente associado a outros DDIs ou
adulticidas (PALMA; MEOLA; MEOLA, 1993) (LEBON et al., 2018) (RUST; HEMSARTH,
2019), mas no caso do novaluron, embora no mercado exista um produto veterinario utilizado
para o controle de ectoparasitos (JUNQUERA et al., 2019), ainda sdo escassos 0s estudos
feitos que possibilitem uma melhor compreensdo da acdo desse composto contra as pulgas.
Sendo assim sdo necessarios mais estudos que demonstrem a atividade do novaluron frente a
este inseto, inclusive desafiando outras fases do ciclo, ja que este se trata do primeiro trabalho
com este ativo frente a uma populagédo laboratorial no Brasil.
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6 CONCLUSAO

Os disruptores de desenvolvimento de insetos novaluron e piriproxifen demonstraram
ter atividade sobre as larvas de Ctenocephalides felis felis, interrompendo o ciclo normal de
desenvolvimento da pulga.

Tanto o novaluron quanto o piriproxifen em altas concentracbes demonstraram acao
larvicida.

A concentracgéo letal 50 do novaluron foi superior a do piriproxifen.
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