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RESUMO

MEDEIROS, Monique Taveira. Padronizacdo de teste in vitro e avaliacdo da eficacia de
diferentes concentragfes contendo piriproxifen no controle do desenvolvimento de
Cochliomyia hominivorax. 2019. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias). Instituto
de Veterinaria, Departamento de Parasitologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2019.

Cochliomyia hominivorax é a principal mosca causadora de miiases primarias e responsavel
por perdas econdmicas expressivas na pecuaria. Atualmente o tratamento e o controle desta
enfermidade é realizado com uso de inseticidas sintéticos. Contudo, ja existem relatos de
desenvolvimento de resisténcia parasitaria aos principais ativos utilizados para esta finalidade.
Neste contexto, os reguladores de crescimento de insetos podem se tornar uma alternativa no
controle destas populacdes resistentes, além de possuirem menor toxicidade para o ambiente e
para mamiferos. O objetivo deste trabalho foi padronizar uma metodologia para teste in vitro
para avaliar a atividade larvicida e sobre o desenvolvimento de larva a adulto para a mosca C.
hominivorax. Assim como avaliar a eficacia in vitro do piriproxifen nas concentrac6es 0,05%,
0,15% e 0,45% frente a larvas de primeiro instar de C. homonivorax. A primeira etapa do
experimento foi padronizar uma metodologia para o teste in vitro foram incubadas larvas de
primeiro instar de C. hominivorax, mantidas em laboratorio, em diferentes recipientes com
diferentes quantidades de meio larval. No total foram utilizados oito grupos experimentais que
variavam entre si pela quantidade de larvas incubadas (10 ou 20 larvas); quantidade de meio
larval utilizado (10 ou 20g); e o recipiente em que o conjunto, larva + meio larval, foram
alocados (placas de petri, frascos de 145 mL ou frascos de 200 mL). Todo experimento foi
realizado em sextuplicata. O material foi incubado em camaras climatizadas com temperatura
de 35 £ 1°C e umidade relativa de 80 + 10 % de umidade relativa e avaliado diariamente para
o0 desenvolvimento das larvas, formacéo das pupas e emergéncia das moscas adultas. A segunda
etapa do teste, foi determinar a atividade do piriproxifen frente a larvas de C. hominivorax. Para
isso 10 larvas de primeiro instar foram adicionadas a 20 g de meio larval acrescido de trés
diferentes concentracfes de piriproxifen: 0,05; 0,15 e 0,45%. Todo experimento foi realizado
em sextuplicata e em conjunto com um controle negativo e um placebo. O material foi incubado
em camaras climatizadas com temperatura de 35 + 1°C e umidade relativa de 80 + 10 % de
umidade relativa e avaliado diariamente para o desenvolvimento das larvas, formacéo das pupas
e emergéncia das moscas. Para avaliar a variancia estatistica entre as médias de recuperacéo de
pupas e média da recuperacdo dos adultos, utilizou-se o teste para dados ndo paramétricos,
Kruskal Wallis. Em todas as analises foi considerado o nivel de confianca de 95% (p < 0,05).
Como resultados da primeira etapa do teste foi possivel perceber as larvas incubadas em placas
de petri (independentemente da quantidade de larvas ou de meio) ndo conseguiram completar
o ciclo bioldgico e se desenvolver até adultos. O melhor resultado foi obtido para o grupo que
foi incubado 10 L1 em 10 g de meio larval no frasco de 145mL. Todas as trés concentracdes de
piriproxifen avaliadas foram eficazes para inibir a emergéncia de moscas adultas. Com isso, é
possivel concluir que a metodologia que incuba 10 L1 em 10 gramas de meio larval em potes
de 145 mL é a que melhor permite o desenvolvimento de larvas até moscas adultas sendo,
portanto, a melhor metodologia avaliada neste trabalho para ser aplicada em um teste in vitro.
Somado a isso, o piriproxifen nas concentracdes de 0,05; 0,15 e 0,45% se mostraram eficaz em
inibir o desenvolvimento de larva até a adultos da mosca C. hominivorax.

Palavras-chave: Inibidores do crescimento dos insetos; analogo do horménio juvenil dos
insetos; controle da mosca da bicheira.



ABSTRACT

MEDEIROS, Monique Taveira. Standardization of in vitro test and evaluation of the
efficacy of different concentrations containing pyriproxifen in the control of the
development of Cochliomyia hominivorax. 2019. Dissertation (Masters in Veterinary
Sciences). Institute of Veterinary Medicine, Department of Parasitology, Federal Rural
University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Cochliomyia hominivorax is the main fly that causes primary myiasis and is responsible for
significant economic losses in livestock. Currently, the treatment and control of this disease are
carried out using synthetic insecticides. However, there are already reports of the development
of parasitic resistance to the mainactivitiess used for this purpose. In this context, insect growth
regulators can become an alternative to control these resistant populations, in addition to having
less toxicity for the environment and for mammals. The objective of this work was to
standardize a methodology for an in vitro test to evaluate the larvicidal activity and the
development from larva to adult for the fly C. hominivorax. As well as evaluating the in vitro
efficacy of pyriproxyfen at concentrations 0.05%, 0.15% and 0.45% against first-instar larvae
of C. homonivorax. The first stage of the experiment was to standardize a methodology for the
in vitro test. First-instar larvae of C. hominivorax, kept in the laboratory, were incubated in
different containers with different amounts of larval medium. In total, eight experimental
groups were used, which varied according to the number of larvae incubated (10 or 20 larvae);
amount of larval medium used (10 or 20g); and the container in which the set, larvae + larval
medium, were stored (petri dishes, 145 mL pots or 200 mL pots). All experiments were
performed in sextuplicate. The material was incubated in climate-controlled chambers with a
temperature of 35 £ 1°C and relative humidity of 80 = 10% relative humidity and evaluated
daily for larval development, pupa formation and emergence of adult flies. The second stage of
the test was to determine the activity of pyriproxyfen against C. hominivorax larvae. For this,
10 first-instar larvae were added to 20 g of larval medium plus three different concentrations of
pyriproxyfen: 0.05; 0.15, and 0.45%. Every experiment was performed in sextuplicate and
together with negative control and a placebo. The material was incubated in climate-controlled
chambers with a temperature of 35 £ 1°C and relative humidity of 80 + 10% relative humidity
and evaluated daily for larval development, pupa formation, and the emergence of adult flies.
To evaluate the statistical variance between mean pupal recovery and mean adult recovery, the
Kruskal Wallis test for non-parametric data was used. In all analyses, the confidence level of
95% was considered (p < 0.05). As a result of the first stage of the test, it was possible to see
that the larvae incubated in petri dishes (regardless of the number of larvae or medium) were
unable to complete the biological cycle and develop into adults. The best result was obtained
for the group that was incubated 10 L1 in 10 g of larval medium in the 145mL pots. All three
pyriproxyfen concentrations evaluated were effective in inhibiting the emergence of adult flies.
With this, it is possible to conclude that the methodology that incubates 10 L1 in 10 grams of
larval medium in 145 mL pots is the one that best allows the development of larvae to adult
flies, being, therefore, the best methodology evaluated in this work to be applied in an in vitro
test. Added to this, pyriproxyfen in concentrations of 0.05; 0.15 and 0.45% were effective in
inhibiting the development from larva to adult of the C. hominivorax fly.

Keywords: Insect growth inhibitors; analogue of juvenile insect hormone; control of the pestle

fly.
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1 INTRODUCAO

A mosca Cochliomyia hominivorax (Coquerel, 1858), pertencente a familia
Calliphoridae, Ordem Diptera, € um parasita obrigatorio de animais de sangue quente e suas
formas larvais sdo responsaveis por causar miiase priméaria nos hospedeiros. Conhecida
popularmente como a “mosca da bicheira”, pode realizar postura de até 450 ovos ao longo da
vida, porém, copulam apenas uma vez. As fémeas sdo atraidas por feridas e, na busca por
animais com lesdes, podem voar até 350 km.

Como consequéncia do seu parasitismo, ocorre aumento da mortalidade dos animais,
gastos com inseticidas, medicamentos, servigos veterinarios, mao-de-obra, inspecdo e manejo
dos animais, com consequéncias como diminuicdo do ganho de peso, da producéo de leite e da
qualidade do couro. Um animal adulto infestado com larvas de C. hominivorax pode morrer em
cerca de sete a dez dias se ndo for tratado corretamente. O efeito sobre a vida selvagem pode
ser mais devastador, por ser praticamente incontrolavel e por esses animais nao se beneficiarem
do tratamento e das medidas de protecdo disponiveis para 0s animais domésticos.

Atualmente, a producdo animal tem grande importancia na agricultura mundial. Nota-
se um aumento na demanda das principais fontes de proteina para a popula¢do humana: carne,
leite e ovos. E, para satisfazé-la, encontra-se uma diversidade de sistemas de producdo animal
nos diferentes continentes, incluindo a criacdo de gado, bufalo, ovelha, cabra, porco e ave em
pequenas exploracdes agricolas tradicionais e em pastoreio extensivo ou em sistemas de
confinamento dependendo das circunstancias locais. Nos paises em desenvolvimento, a
producdo animal contribui de forma significativa para os suprimentos alimentares nacionais.
Esta producéo oferece seguranca alimentar, renda em dinheiro para muitas pessoas da zona
rural e beneficios para toda a economia. A pecudaria aumenta a viabilidade econémica e a
sustentabilidade do sistema agricola.

O ano de 2017 foi, sem davida, um periodo desafiador para a pecuéria brasileira. O
cenario politico econdmico do pais seguiu instavel e apresentando dificuldades de recuperacéo,
ainda que o PIB tenha reagido e apresentado crescimento de 1% (ABIEC, 2018).

Previsdes feitas pelo Instituto Internacional de Pesquisa em Politicas Alimentares
(IFPRI), Instituto Internacional de Pesquisa Pecuaria (ILR1) e Organizacao das Nagdes Unidas
para Alimentacdo e Agricultura (FAQ), sugerem que, entre 1993 e 2020, o consumo mundial
de carne dobrara de 180 para 300 milhdes de toneladas, e a producdo de leite aumentara de 400
a 650 milhdes de toneladas (FAO, 2018). Para satisfazer essa demanda crescente, 0 mundo
precisa encontrar mecanismos para desenvolver maiores eficiéncias de producdo sem danificar
0 ambiente. Parte desse aumento na produtividade pode ser obtido com melhorias na saude
animal.

As doencas ecto e endoparasitarias sdo reconhecidas como principais fatores limitantes
para a producdo animal. Para o controle das infestagfes provocadas pelas formas larvais da
mosca C. hominivorax sdo aplicados larvicidas topicos ou sistémicos. No Brasil, a maioria dos
inseticidas utilizados para o controle da mosca pertencem a classe dos organofosforados, que
ja tiveram resisténcia comprovada em alguns trabalhos. O uso indevido de inseticidas pode vir
a selecionar linhagens de insetos resistentes. A evolucdo da resisténcia a pesticidas e drogas por
pragas e patdgenos € um exemplo classico de adaptacdo as mudancas ambientais e uma questdo
importante na saude publica e na agronomia.

Os medicamentos utilizados no controle, além de representarem um grande prejuizo
para o produtor, contribuem para a presenca de residuos indesejaveis na carne e no leite bovino.
Além de todos estes aspectos indesejaveis do uso de inseticidas para os produtores e para 0s



consumidores dos produtos de origem animal, deve-se também considerar o impacto ambiental
produzido pela utilizacdo dessas substancias

Uma categoria alternativa para controle de insetos vem sendo representada pelos
chamados reguladores do crescimento de insetos (IGRs), constituida por um grupo de
componentes que normalmente ndo matam o parasito alvo diretamente, mas interferem no seu
crescimento e desenvolvimento. Agem principalmente sobre os estagios imaturos do parasito e
por isso, ndo sdo 0s mais adequados para o rapido controle de populacfes estabelecidas de
parasitos adultos.

O piriproxifen esta incluido na classe dos IGRs por possuir acdo andloga ao horménio
juvenil, mimetizando a atividade natural do hormonio e evitando a metamorfose do inseto. Uma
vez que a larva esteja completamente desenvolvida, enzimas do sistema circulatério do inseto
destroem o horménio juvenil endocrino e, finalmente, ocorre o estagio adulto. O analogo do
horménio juvenil se liga aos receptores do hormonio juvenil e, por ser estruturalmente diferente,
ndo é destruido pelas esterases do inseto. Como consequéncia, a metamorfose e o
desenvolvimento para a fase adulta ndo prosseguem.

Essa dissertacdo tem por objetivo padronizar uma técnica para avaliar in vitro a
atividade de inseticidas frente as formas larvais e seu desenvolvimento até adults da mosca C.
hominivorax, em seguida, e avaliar a eficacia do piriproxifen in vitro sobre o ciclo bioldgico da
mosca o inseticida teve eficacia.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Um Pouco da Historia da Mosca Cochliomyia hominivorax

Acredita-se que no decorrer da evolugdo das espécies, moscas que normalmente se
alimentavam de matéria organica em decomposicao passaram a ser atraidas por tecido animal
em decomposicdo como, por exemplo, carcagas de animais. Em um estigio posterior, essas
espeécies passaram a depositar seus ovos em tecidos necrosados de animais vivos, onde as larvas
se alimentavam, produzindo o que agora chamamos de miiases secundarias. Finalmente,
algumas espécies adquiriram a capacidade de se alimentar em tecidos vivos, produzindo as
chamadas miiases primérias (NEVES et al., 2011).

A ordem Diptera compreende as moscas verdadeiras, € uma das maiores ordens da
classe Insecta, com mais de 120.000 espécies descritas e esta dividida em trés subordens,
Cyclorrhapha, Brachycera e Nematocera. Todas as moscas apresentam ciclo de vida complexo
com metamorfose completa. Como resultado, as desta ordem podem ser parasitas como larvas
ou como adultas, porém raramente sdo parasitas em ambos 0s estagios do ciclo de vida
(TAYLOR; COOP; WALL, 2010).

A subordem Cyclorrhapha compreende moscas que sdo desde pequenas, até tamanho
médio, com antenas curtas e com trés segmentos, o Ultimo dos quais quase sempre contém um
acessorio em forma de pena, a arista. Os palpos maxilares sdo pequenos e as asas possuem
nervuras cruzadas. Os diptera desta ordem de interesse veterinario dividem-se em trés
superfamilias: Muscoidea, Hippoboscoidea e Oestroidea. A superfamilia Oestroidea, contém
trés familias de importancia: Oestridae, Calliphoridae e Sarcophagidae. A familia
Calliphoridae, conhecidas como varejeiras, correspondem a uma grande familia, composta de
mais de 1000 espécies divididas entre 150 géneros. No minimo 80 espécies foram registradas
provocando miiase cutanea traumatica. Essas espécies sdo encontradas amplamente em cinco
géneros importantes: Cochliomyia, Chrysomya, Cordylobia, Lucilia e Calliphora. A maior
parte dessas espécies sdo invasoras facultativas primarias ou secundarias. Apenas duas espécies,
Chrysomya bezziana e Cochliomyia hominivorax, sdo agentes obrigatdrios de miiases, ou seja,
causam miiase priméaria (TAYLOR; COOP; WALL, 2010).

Cochliomyia hominivorax ocorre em nameros relativamente baixos na natureza em
comparagdo com outras espécies de insetos (FAO, 1990; OLIVEIRA, 1980). As populacdes
sdo agregadas ainda que moveis dentro de habitats favoraveis. Como resultado, nenhum inimigo
natural especifico para C. hominivorax adulta foi identificado (THOMAS; MANGAN, 1989).

Welch, em 1993, descreve a predacdo de moscas estéreis por aranhas. Formigas sao
predadores comuns das larvas que saem de feridas para pupar e foram observadas se
alimentando de larvas em feridas. Ndo ha dados que sugiram que 0s inimigos naturais sejam
importantes para a dinamica populacional de C. hominivorax na natureza (CABI, 2013). Na
criagdo da mosca em laboratério, a predacdo por formigas € uma observacdo extremamente
importante e deve-se ter precaucdo para evitar infestacbes que tem possam pdr em risco a
progénie das geracOes presentes.



2.2 Taxonomia e Nomenclatura

A taxonomia e nomenclatura desta espécie ficou muito confusa por mais de 100 anos.
Cushing e Patton (1933) documentaram a diferenca entre Cochliomyia americana e
Cochliomyia macellaria, que serviu de base fundamental na erradicagdo da Cochliomyia
hominivorax presente na América do Norte, América Central e partes do Caribe (CABI, 2013).

O nome Callitroga foi originalmente um nome dado por Schiner para espécies em sua
colecdo, mas nunca publicado. Brauer (1883) publicou 0 nome em seu tratado sobre habitats de
larvas, com referéncia as espécies Calliphora anthropophaga. Ele afirmou que C.
anthropophaga era 0 mesmo que Compsomyia macellaria e Lucilia hominivorax, e que esta
espécie (sob qualquer um destes trés nomes) era referida Lucilia de Osten Sacken, Callitroga
de Schiner e Musca de autores anteriores (DEAR, 1985).

O nome Callitroga foi, portanto, publicado pela primeira vez em sinonimia e até 1964,
0 correto era trata-lo como invalido no Cédigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica. No
entanto, uma emenda de 1964 validou qualquer nome publicado em sinonimia antes de 1961,
desde que tivesse sido tratado como um nome disponivel e citado com sua data original e autor.
Callitroga cumpria estas condi¢Ges, como Hall (1948) usou este nome para sua espécie de
mosca. Portanto, Callitroga foi usado como o nome para o género referido como Cochliomyia.
No entanto, a maior parte das publicacbes na época referem-se ao género Cochliomyia,
incluindo varios catalogos e bibliografias, e como as espécies sdo de importancia, foi preferivel
que o nome Cochliomyia continuasse em uso.

Um pedido foi feito a Comissdo Internacional de Nomenclatura Zooldgica para
extinguir o nome Callitroga (DEAR, 1985). E entdo, o nome C. hominivorax definitivamente
passou a ser 0 nome correto para a espécie (CABI, 2013).

2.3 Distribuicdo

A miiase provocada por C. hominivorax foi descrita pela primeira vez em 1857,
infestando humanos na Ilha do Diabo na Guiana Francesa (VARGAS-TERAN; HOFMANN;
TWEDDLE, 2005).

Em 2018, os paises da América do Norte (EUA, México), da América Central (Belize,
Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Panamd) e Caribe (Curacao, llhas
Virgens Britanicas e Porto Rico) foram consideradas areas livres de C. hominivorax através da
execucdo de programas de controle bem-sucedidos para erradica¢do. A mosca é endémica em
Cuba, Haiti, Jamaica, Republica Dominicana, Trindade e Tobago. Esses paises fazem grandes
esforcos para obter seu controle e realizar negociaces para o estabelecimento de programas
para sua erradicacdo (BERGAMO, 2018).

Na América do Sul, os seguintes paises e territorios sdo endémicos: Argentina, Bolivia,
Brasil, Coldmbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Paraguai, Peru, Suriname, Uruguai e
Venezuela. O Unico pais da América do Sul que é livre da mosca é o Chile, sua Gltima
ocorréncia foi registrada em 1947 (BERGAMO, 2018; CABI, 2013; FAO, 2018; VARGAS-
TERAN; HOFMANN; TWEDDLE, 2005).

Em julho de 2016, trés casos de miiase grave foram encontrados em trés animais
domeésticos, e em um cervo, na Florida. Foi a primeira infestacdo na Florida em 57 anos e a
primeira infestacdo nos EUA em 34 anos apos erradicacdo (DELGADO; HENNESSEY;; HSI,
2016). Nenhum caso novo de bicheira tem sido relatado na Flérida desde 10 de janeiro de 2017,
tornando-se area erradicada novamente em 2018 (BERGAMO, 2018).



2.4 Caracteristicas Morfoldgicas

Os ovos sdo brancos brilhantes, com aproximadamente 1,04 mm de comprimento e 0,26
mm de didmetro com formato cilindrico, arredondados na extremidade posterior e achatados na
extremidade anterior com uma costura dorsal que se estende da extremidade anterior quase até
a extremidade posterior do ovo. Os ovos sdo colocados em um padréo paralelo em camadas
coladas para formar uma massa que Ihes da a aparéncia de um telhado (CABI, 2013).

As posturas contém de 10 a 400 ovos. Os ovos sdo geralmente colocados nas bordas das
feridas, mas também podem ser colocados sobre ou perto dos orificios do corpo do hospedeiro
(CABI, 2013; CARVALHO; RIBEIRO, 2000; DEAR, 1985).

Outras moscas tém a tendéncia a fazer postura em cima de posturas ja existentes na
ferida do hospedeiro ou em cima de posturas colocadas no meio de oviposi¢do criado no
laboratério (MASTRANGELO, 2011; THOMAS; MANGAN, 1989).

As larvas de primeiro instar possuem aproximadamente 1,2 mm e 0,23 mm,
comprimento e diametro, respectivamente. Quando recém-eclodidas sdo muito claras com
estruturas internas visiveis, depois que se alimentam, crescem aproximadamente 3,6 mm e 0,57
mm, de comprimento e diametro, respectivamente. Larvas de segundo estagio podem chegar a
aproximadamente 6,3 mm a 7,4 mm e 1,5 mm de comprimento e didmetro, respectivamente.
As larvas de terceiro instar chegam a aproximadamente 6,4 mm a 17 mm de comprimento e 1,6
mm a 3,5 mm de didmetro, dependendo da dieta (BRITO et al., 2008).

Todos os estagios larvais tém bandas caracteristicas de espinhos na maioria dos
segmentos e um par de ganchos bucais, troncos traqueais principais e espiraculos. Troncos
traqueais principais que partem dos espiraculos respiratorios possuem pigmentacédo castanho-
escura ou negra (CABI, 2013; GUIMARAES; PAPAVERO; PRADO, 1983a).

As pupas sao em forma de barril e de cor castanha escura. Tém aproximadamente 10,2
mm e 4,3 mm de comprimento e largura, respectivamente (TRAVIS; KNIPLING; BRODY,
1940).

A cor dos adultos é variavel, variando de azul metalica a verde escuro, azul-acinzentado-
claro, de azul-celeste a azul-escuro. Os adultos sdo aproximadamente duas a trés vezes o
tamanho de uma mosca doméstica (CABI, 2013). Na porcdo inferior da parafrontalia possuem
pélos amarelos, faixa central do mesonoto mais curta, segmentos abdominais sem pilosidades;
fémeas com basicosta escura; machos com falosoma curvo. Palpos curtos e filiformes, nunca
atingindo a margem do epistoma (BRITO et al., 2008; GUIMARAES; PAPAVERO; PRADO,
1983b; OLIVEIRA, 1980)

2.5 Mecanismo Hormonal dos Insetos

A metamorfose € a estratégia de vida mais amplamente utilizada na historia da evolugéo
dos animais (TAYLOR; COOP; WALL, 2010), é uma adaptacdo bioldgica fascinante e
altamente bem-sucedida, mas ha muita incerteza sobre como ela evoluiu (TRUMAN et al.,
2006). Insetos com metamorfose completa (holometabd6licos) como as moscas, tem 0s estagios
larval, pupal e adultos bastante diferentes, fato que permite-lhes poder separar 0s recursos
necessarios para o crescimento daqueles necessarios para a reproducdo, além de possuirem um
ciclo de vida bem rapido (DEAR, 1985; TRUMAN; RIDDIFORD, 1999).

No processo de metamorfose dos insetos, h4d a presenca de horménios e ha uma
regulacao enddcrina relacionada ao crescimento e desenvolvimento. Apos a descoberta de que
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compostos que imitam a acdo de hormonios juvenis poderiam ser usados como inseticidas
seguros, numerosos analogos foram descobertos (DHADIALLA; CARLSON; LE, 1998),
entdo, pesquisas agroquimicas resultaram na descoberta de novos inseticidas que imitam a acéo
de dois hormdnios de crescimento e desenvolvimento de insetos, a hidroxisectsona (20E) e o
horménio juvenil (HJ) (DHADIALLA; CARLSON; LE, 1998).

As exploracdes em diferentes habitats e fontes de alimento, nos diferentes estagios da
vida do inseto, além de garantir elevado grau de adaptacdo, garantem um importante fator para
a sobrevivéncia, a dispersdo (BOWMAN, 2006).

O crescimento e o desenvolvimento dos insetos, que sdo pontuados por periodos de
ecdise, sdo regulados pelo horménio 20E, os HJs e horménios pré-toracicos (DHADIALLA;
CARLSON; LE, 1998). Embora haja diferencas especificas entre 0s mecanismos da
metamorfose entre as espécies, sabe-se que esses trés hormonios atuam concomitantemente
(HILL; WYSE; ANDERSON, 2012). No estagio adulto, esses horménios também estdo
envolvidos na regulacdo da maturagéo reprodutiva. O processo de muda € iniciado e completado
por um aumento e declinio no titulo de 20E e consequentemente a liberagdo do hormdnio de
eclosdo. Quando uma larva se prepara para passar por uma ecdise larval, ela interrompe a
alimentacdo. Entretanto, qualquer interferéncia na homeostase de um ou mais desses
horménios, com fontes exdgenas ou com analogos sintéticos (agonistas ou antagonistas), resulta
na ruptura ou crescimento anormal do inseto alvo (DHADIALLA; CARLSON; LE, 1998).

O JH ¢ liberado pelas células do corpo alado no cérebro e tem por objetivo manter as
caracteristicas juvenis (imaturas) nos insetos em desenvolvimento, prevenindo a metamorfose
a cada muda larval. Sendo assim, quando o 20E age sobre a epiderme e os niveis hemolinfaticos
de hormonio juvenil estdo altos, o inseto muda para outra forma, uma forma juvenil grande.
Durante o periodo de alimentacdo entre as mudas, JH também €é necessario para a manutengédo
da proliferacdo isomdrfica dos discos imaginais, que sdo tecidos epiteliais desenvolvidos
durante o primeiro estagio do ciclo de vida dos insetos holometabdlicos e, finalmente, déo
origem as principais partes do corpo como olhos, asas, pernas e genitalia (TRUMAN et al.,
2006).

Quando ectisona atua na auséncia de JH, causa a cessacao da alimentacéo e o inicio da
busca de um lugar para pupagdo (MITSUI; RIDDIFORD, 1978; RIDDIFORD, 1976). No
ultimo estagio de larva, o corpo alado torna-se inativo e quando a ectisona € liberada, inicia-se
a proxima muda com os niveis de hormonio juvenil baixos ou inexistentes. Nesse momento, a
epiderme comecara a produzir estruturas de pupa. Em insetos holometabdlicos, a ectisona é
secretada novamente no final da pupagdo e, como o hormdnio juvenil ndo esta presente, ela
desencadeia a metamorfose para a forma adulta (HILL; WYSE; ANDERSON, 2012).

2.6 Ciclo de Vida

A taxa reprodutiva das fémeas é elevada e a oviposi¢cdo pode chegar a até 450 ovos em
intervalos de trés a quatro dias, colocados na periferia de feridas ou orificios e mucosas do
corpo. Nas primeiras 24 horas ap6s 0s ovos terem sido colocados, as larvas eclodem e passam
a se alimentar dos tecidos vivos por cinco a oito dias até atingirem o terceiro estagio (L3)
(MASTRANGELDO, 2011). Hightower et al. (1972), estabeleceram trés fases de crescimento
larval: a 12 seria caracterizada por um lento desenvolvimento de 0,3 a 0,11 mg com duracéo de
trés dias, a 22 fase seria de crescimento critico de 35 a 65 mg (suficiente para pupacéo), e a 3?
fase seria de crescimento poés-critico, em que é determinado o tamanho do adulto. Oliveira
(1980) concluiu que, em dieta artificial, o periodo larval varia de trés a cinco dias. Mazza (1939)
considerou que em condic¢des de campo as larvas de 1° instar atingem 1,2 mm de comprimento
por 0,23 mm de largura, as de 2° instar 4,85 mm de comprimento por 1,5 mm de largura, e as
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de 3° instar 11,7 mm de comprimento por 2,55 mm de largura. Davis e Camino (1968)
observaram o comprimento larval indo de um até 17 mm.

Em 50 culturas realizadas em meio artificial, nas quais foram criadas 7.768 larvas, o
periodo larval variou entre trés e cinco dias, tendo 8,26% abandonado o meio em trés dias,
89,10% em 4 dias e 2,64% em cinco dias. Pode-se observar que nas primeiras 24 h apos a
ecloséo, 61% das larvas ja estavam no segundo estagio, e que nas 48 h, 50% delas haviam
atingido o terceiro instar (THOMAS; MANGAN, 1989).

As larvas deixam as feridas para pupar no solo principalmente a noite, com pico entre a
meia-noite e o comeco da alvorada, e as fémeas tendem a sair antes dos machos
(MASTRANGELO, 2011). Segundo um estudo realizado nos Estados Unidos em 1940, Travis
e colaboradores puderam observar que 89% das larvas quando caiam da ferida para pupar
faziam migracéo lateral no solo, e a area em que foram encontradas foi considerada pequena,
tendo como referéncia o local em que cairam do hospedeiro, chegando a 45 cm de distancia. E
a profundidade com que entraram no solo exposto ao tempo ndo ultrapassou 3,8 cm, porém,
geralmente chegam a dois a trés cm de profundidade (MASTRANGELO, 2011; TRAVIS;
KNIPLING; BRODY, 1940). Os autores notaram que as larvas tinham a tendéncia a pupar em
partes da vegetacdo presente no solo, e onde essa vegetagéo era escassa, atingiam profundidades
ligeiramente maiores (TRAVIS; KNIPLING; BRODY, 1940). Apéds atingir a profundidade,
viram-se no tunel criado e puparem em 24 h (MASTRANGELO, 2011).

Davis e Camino (1968) relataram um comprimento pupal de 10,2 £0,8 mm, e peso de
pré-pupas entre 77 e 94,4 mg. A duracdo do periodo pupal varia de uma a oito semanas
dependendo do tipo de solo, temperatura e umidade. Oliveira (1980) observou que o periodo
pupal de 50 culturas variou de seis a 10 dias (26° C e 80% de umidade relativa). Segundo Laake
et al. (1936), o periodo de pré-pupa pode durar de sete horas a trés a dois dias, o0 de pupa, sete
a 54 dias dependendo da estacdo do ano. Brody e Rogers (1945) registraram, durante o inverno
na Flérida, um periodo pupal de até 78 dias. Parman (1945) e Flitters e Benschoter (1968)
afirmaram que a temperatura média critica de sobrevivéncia de pupas esta entre 9 - 10 °C.

Thomas (1989) relatou que pupas em solo expostas diretamente ao sol sofreram 77% de
mortalidade. E em locais protegidos, a mortalidade representada pela ndo emergéncia dos
adultos foi de 25%. Os niveis de umidade foram de influéncia minima, embora a mortalidade
tenha sido alta com chuvas fortes mesmo em locais ndo expostos pelo sol (THOMAS, 1989).
Jé foi observado que pupas apresentaram viabilidade de 70% depois de serem mantidas por um
més a temperatura constante de 5 °C (ELWAER; ELOWI, 1991). Segundo Chirico et al. (1994),
pupas irradiadas no 5° dia do estagio podem ser armazenadas até 132+2 h a 10 °C sem
comprometer a qualidade dos adultos significativamente. Segundo 0s mesmos autores, pupas
irradiadas também podem ser mantidas a 35 °C durante as Ultimas 36 h do estagio pupal sem
haver perda substancial da qualidade das moscas, mas ja a 40 °C a emergéncia de adultos cai
para apenas 0,3% ou menos. A maior taxa de maturacdo dos ovos foi verificada a 32,2 °C, e
temperaturas acima desta estressam o inseto, aumentam o tempo necessario para completar a
pré-vitelogénese e a vitelogénese (ADAMS, 1979a).

Quando a mosca adulta esta pronta para emergir, ela o faz inflando o saco ptilineal
membranoso situado na frente da cabeca, o qual entdo empurra para fora uma tampa circular na
extremidade anterior da pupa (TAYLOR; COOP; WALL, 2010).

Quase 70% das pupas emergiram aos sete dias e, mais de 98% emergiram entre 0 7° e 0
8° dias, coincidindo com as observagdes encontradas na literatura (BUSHLAND; HOPKINS,
2015; TRAVIS; KNIPLING; BRODY, 1940).

Aos cinco dias de idade, as pupas tinham o peso médio de 50,01 mg, oscilando de 42,20
a 58,25 mg/pupa. Comparando o peso medio das pupas com o peso médio das larvas que
abandonavam o meio de crescimento, constatou-se uma queda de peso de 18,21% entre uma



fase e outra. Baumhover, em 1963 registrou uma queda de peso de 19,7% entre estes dois
periodos.

As visitas as feridas dos hospedeiros desempenham duas func¢@es na biologia da mosca
da bicheira, a de nutricéo, e de oviposicdo. Dados obtidos através da marcacdo de moscas em
um estudo realizado no México no ano de 1986, mostraram que as visitas das fémeas as feridas
somente para se alimentarem ocorreu em 62,3% do tempo observado (THOMAS; MANGAN,
1989).

As moscas sdo anautdgenas, tém a necessidade de ingerir aminoacidos para completar
a maturacdo (THOMAS; MANGAN, 1989). Mackley e Snow (1982) encontraram apenas uma
pequena porcentagem de fémeas que ovipositaram uma segunda vez quando mantidas em uma
dieta de mel e &gua. A ingestdo de carboidratos é essencial tanto para a sobrevivéncia quanto
para a reproducdo (CHEN et al., 2014). Cochliomyia. hominivorax tem uma exigéncia proteica
muito pequena em compara¢do com outras moscas varejeiras. Barton Browne et al. (1986)
mostraram que, para Lucilia cuprina (Wiedermann), uma Unica refeicdo proteica € insuficiente
para completar o desenvolvimento do ovo. Além disso, Vogt et al. (1985) concluiram que os
fluidos da ferida eram uma fonte insignificante de proteina para ela. Cochliomyia. hominivorax
também se alimenta de néctar de flores e de esterco na natureza, ambas fontes frasconciais de
proteina (MASTRANGELDO, 2011; TEIXEIRA, 2013; THOMAS, 1993).

As visitas de alimentacdo séo simples e curtas em duracdo; as fémeas absorvem a
descarga serosa da ferida infestada e saem ap6s cinco a seis minutos. Visitas de oviposicdo
duram aproximadamente 15 minutos. A deposi¢do da massa de ovos € precedida pela limpeza
do abddmen, esforco do ovipositor e busca de um local de oviposi¢cdo adequado. (THOMAS;
MANGAN, 1989).

As diferencas no comportamento foram avaliadas com a evolucao reprodutiva da mosca
adulta na tentativa de dar sentido as observacdes aparentemente contraditorias de C.
hominivorax no campo e no laboratorio e apontar as ambiguidades. O comportamento da mosca
muda a medida que ela amadurece, de modo que seu lugar, em resposta a0 meio ambiente
depende em grande parte de sua idade. A sequéncia de eventos que caracterizam a maturagdo
da mosca adulta resulta em uma série cronologica de fases no ciclo de vida do adulto. Cada fase
tem um conjunto caracteristico de respostas comportamentais e processos fisiologicos. Além
disso, cada fase ocorre em um ambiente ecoldgico diferente. Depois que as moscas emergem
das pupas, estas fases sdo: fase adolescente, fase sexualmente madura, e a fase reprodutiva. Na
fémea as duas fases iniciais duram dois a trés dias cada. A fase reprodutiva alterna entre estagios
oviposicional e interoviposicional de trés dias de periodicidade. O macho adulto amadurece e
permanece na fase sexualmente madura apds dois a trés dias na fase de adolescéncia
(THOMAS, 1993). Os machos criados no laboratério sdo mais sexualmente agressivos do que
0s nativos selvagens (THOMAS, 1993).

Nos estudos de longevidade de moscas de laboratério, as moscas viveram até 50 dias e
produziram até 11 posturas. Os dados mostraram que o intervalo entre as posturas indica que
as fémeas selvagens tém um ciclo de oviposicdo de trés dias. Isto estd de acordo com o
comportamento de cepas laboratoriais relatadas, que ovipositaram a cada dois e trés dias em
0posicdo a novas cepas que ovipositaram apenas a cada quatro e cinco dias. Neste caso, a
adaptacdo laboratorial pode ter sido um desvio em direcdo ao invés de um comportamento
normal (THOMAS, 1993; THOMAS; MANGAN, 1989).

As caracteristicas bioldgicas de C. hominivorax favorecem sua erradicacdo, dentre esses
fatores: possui ciclo biologico curto, suficiente para detectar presenca e aplicar medidas de
controle, como diagndstico e tratamento; ndo requer vetores para sua propagacao, uma vez que
produz as infestagdes diretamente; capacidade de apresentar sinais clinicos caracteristicos; as
pessoas que lidam com o manejo de animais os reconhecem facilmente a campo e podem relatar
aos responsaveis sobre os animais afetados; o diagnostico no laboratorio ndo requer



equipamento sofisticado e caro e sua identificagdo no estado larval é simples; as fémeas sdo
monogamicas e 0s machos poligamos que permitem o desenvolvimento de técnicas de controle
bioldgico bem sucedidas para sua eliminagdo (FAO, 2018).

Como as condicdes favoraveis de hospedeiro e clima coincidem, o frasconcial de
crescimento da populagdo de C. hominivorax é consideravel. Além de serem transportadas a
grandes distancias nas feridas dos hospedeiros, as moscas adultas podem migrar até 290 km em
menos de duas semanas (THOMAS, 1993).

Além da temperatura, a chuva seria um dos fatores limitantes da sobrevivéncia da mosca
na natureza. As temperaturas extremamente altas ndo impedem o aumento da populacéo, desde
que, a umidade seja favoravel (OLIVEIRA, 1980). Os autores admitem um limiar critico de
35°C para a sobrevivéncia de C. hominivorax. Neste nivel, a temperatura do solo, a 2,5 cm de
profundidade, chega a 40°C, causando sérios prejuizos as pupas. A atividade da mosca diminui
com ventos de 8 a 10 km/h e elas ndo conseguem voar com ventos de velocidade acima de 24
km/h (KOUBA, 2004).

Hightower e Alley (1963), empregando armadilhas com figado, constataram que, nas
regides semi-aridas e sem agua corrente, as moscas C. hominivorax se agrupavam proximo aos
reservatorios de dgua. Quando havia &gua corrente, elas se dispersavam até 1,3 a 1,6 km ao
longo desta agua. A atividade da mosca diminuiu com o tempo guente e seco, aumentando
depois das chuvas. As baixas temperaturas de inverno e os periodos secos e quentes foram os
dois fatores climaticos mais importantes para a sobrevivéncia da mosca.

Segundo Linquist (1955), a maioria das larvas que abandona as feridas é destruida por
formigas. Em geral, s6 5 a 20% chegam a fase adulta, sendo este um dos elementos
determinantes do relativamente baixo nimero de C. hominivorax na natureza.

2.7 Importéancia Econdmica

No Continente Americano a estimativa da populacdo animal em 2016 (bovinos, equinos,
suinos, ovinos, caprinos) foi de 840 milhdes de cabecas; ja a estimativa da populagdo humana
foi de 873,8 milhdes de pessoas em 2017. Neste contexto, 0 niUmero de animais das espécies
mencionadas anteriormente que ndo sofrem da doenca porque estdo em paises livres de C.
hominivorax seriam 320,6 milhdes de cabecas; ja o de seres humanos que ndo estdo em risco
seriam 453,3 milhdes. Em contraste, no mesmo ano, nos paises endémicos considerando as
mesmas espécies de animais domésticos, somavam 519,4 milhdes de cabecas e 420,5 milhdes
de seres humanos suscetiveis a doenca (FAO, 2018).

A FAO estima que até o ano de 2050 a populacdo mundial serd de 9,6 bilhdes. Para
satisfazer a demanda de alimentos de produtos de origem animal da populacéo, seré necessario
aumentar a producdo de carne de frango em 170%, produtos lacteos entre 80 e 100%, carne
bovina e ovina e carne de porco de 65 a 70% (FAO, 2018).

Os principais danos causados por C. hominivorax ao setor pecuario sdo: morte de
animais recém-nascidos, estresse e aumento da mortalidade, diminuicdo na producédo de carne
e leite, despesas para a inspe¢do diaria dos animais em busca de feridas, gastos com aplicagdo
de tratamento preventivo ou curativo. Alguns fatores complicadores do parasitismo podem ser
vistos em extensas criacdes ou locais de dificil acesso, como dor e estresse adicional durante o
tratamento de feridas, suscetibilidade a outras doengas, danos ao couro, alteragdo no bem-estar
dos animais, despesas com servi¢cos medico veterinarios, demonstrando que as repercussoes
econbmicas e sociais sdo um obstaculo ao comércio internacional de animais, principalmente
pelo risco de detecgéo de residuos na carne, leite ou no meio ambiente (BARROS; VAZQUEZ,
2004; FAO, 2018).



Utilizando dados coletados por meio de pesquisas e de estudos econdémicos realizados
no Caribe durante a década de 80, 0 autor estimou o custo anual com a bicheira em varios paises
em US $ 4,82-10,71 por cabega. Se uma média de 7,76 ddlares por animal por ano é tido como
0 custo, entdo os custos anuais da bicheira na America do Sul podem chegar a US $ 3.500.000
milhdes (VARGAS-TERAN; HOFMANN; TWEDDLE, 2005).

Em 2002, Grisi e colaboradores estimaram as perdas econdmicas decorrentes do
parasitismo por larvas de C. hominivorax em aproximadamente 150 milhdes de délares. Em
2014, as perdas econémicas foram reavaliadas e dessa vez, Grisi e colaboradores estimaram um
prejuizo anual de aproximadamente 337 milhdes de dolares somente em decorréncia da
infestacdo de umbigos de bezerros recém-nascidos por larvas de C. hominivorax, levando em
consideracdo custos com tratamento e eventuais mortes de animais. Os autores ainda sugerem
que as implicagdes econdmicas certamente sejam maiores, mas que Sao praticamente
impossiveis de estimar danos causados pelo parasitismo em animais adultos devido a falta de
informacdes especificas (GRISI et al., 2002, 2014).

O Produto Interno Bruto (PIB) do Brasil da pecuaria chegou a R$ 400,7 bilhdes, 30%
do agronegdcio brasileiro em 2016. A cadeia produtiva da pecuaria do Brasil movimentou mais
de R$ 483,5 bilhdes em 2015, registrando um crescimento de mais de 27% sobre 0 ano anterior.

O Brasil atualmente € lider no “ranking” mundial em producéo de bovinos, sendo o
maior exportador global de carne bovina, com 9,56 e 1,88 milhdes de toneladas produzidas e
exportadas, respectivamente, e ainda ocupa a posi¢ao de quarto maior produtor mundial de leite,
com 23 milhGes de vacas ordenhadas e mais de 34 bilhdes de litros produzidos em 2015.

Em virtude da baixa qualidade do couro produzido e dos descompassos entre a oferta
nacional e a demanda pelo produto, o Brasil deixa de ganhar cerca de US$ 900 milhdes anuais.
Aproximadamente 85,0% dos couros produzidos apresentam defeitos e, destes, 60,0% ocorrem
dentro das propriedades rurais e 40,0% no transporte da propriedade para o curtume (CABI,
2013).

2.8 Miiase

Entende-se por miiase a infestacdo de 6rgdos ou tecidos de animais hospedeiros pelos
estagios de larva de dipteros, que pelo menos durante certo periodo, se alimentam de tecido
necrético ou vivo do hospedeiro, de suas substancias corporais liquidas ou do alimento por ele
ingerido. Dessa forma, larvas de moscas que completam seu ciclo, ou pelo menos parte do seu
desenvolvimento dentro ou sobre o corpo de um hospedeiro vertebrado podem ser classificadas
como causadoras de miiases (NEVES et al., 2011). Existem vérias classificacdes para miiases,
conforme sua localizacéo, a biologia da mosca e o tipo de tecido em que ocorre. Quanto ao
local de ocorréncia, elas podem ser: cutaneas, subcutaneas, cavitarias (nariz, boca, seios
paranasais), oculares, anais, vaginais, etc ... (SCHOLL; COLWELL; CEPEDA-PALACIOS,
2019). O termo miiase tem a etimologia: myie = moscas; ase = doenca. Em geral, 0s hospedeiros
sdo mamiferos, ocasionalmente aves, e menos comumente anfibios ou répteis.

O parasitismo por larvas de dipteros no homem e nos animais despertaram a atencéo de
varios cronistas e missionarios na Ameérica Latina, desde a época da colonizagdo. No século
XV1 é possivel encontrar varias referéncias a presenca de larvas no corpo do homem ou dos
animais (GUIMARAES; PAPAVERO; PRADO, 1983a). Frei Bernardino de Sahagun, que
viveu na Nova Espanha (México), de 1529 a 1590, dizia sobre a existéncia de " "vermes que
sdo criados nos bragos ou membros de coelhos e ratos™ "'; esses vermes podiam ser vistos “presos
dentro da carne e olhos para fora”. Estas larvas, certamente de Cuterebra. Frei Bernardino
descreve a abertura da ferida onde habita a larva, e seus espiraculos respiratérios, referindo
como se "olhassem para fora". Pedro de asma de Xara y Zejo, em carta de 26 de dezembro de
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1568, enderecada ao medico sevilhano Nicolas Monardes, menciona a presenca de larvas de
dipteros encontradas em feridas, sem davida referindo-se a Cochliomyia. Gabriel Soares de
Souza, descrevendo a Bahia em 1587, foi um dos primeiros a citar as bicheiras por Cochliomyia
e seu tratamento: extrato de fumo ou petume, e relacionava a ocorréncia com pessoas
descuidadas (GUIMARAES:; PAPAVERO; PRADO, 1983a).

Atualmente, é considerada uma condicdo frequente e grave em populacgdes rurais e
socioeconomicamente desfavorecidas. No Brasil, esta incluida na lista de doengas que requerem
notificacdo mensal de qualquer caso confirmado (MAPA, 2013). No entanto, sua incidéncia
ndo pode ser estabelecida, porque ha subnotificagdo no diagnostico, aliado ao fato de que na
maioria dos paises ndo ¢ de notificacdo obrigatoria (FAO, 2018).

2.9 Controle

Atualmente, os métodos de controle de C. hominivorax, no Brasil estdo pautados
principalmente em produtos quimicos com atividade larvicida. Os primeiros e até hoje 0s mais
utilizados comercialmente sdo os inseticidas que contém organofosforados, com os pontos
negativos de possuirem uma eficacia residual relativamente curta e sem a funcdo de evitar
reinfestacdes (AMOS, 2009).

Dos 59 produtos designados como mata-bicheira licenciados pelo Ministério da
Agricultura, 42 tém organofosforados em sua composicdo (BERGAMO, 2018). H& ainda a
evidéncia de que C. hominivorax esteja se tornando resistente aos produtos a base de
organofosforados utilizados em seu controle, ja que esses produtos ndo mais impedem que elas
venham a fazer nova postura no local tratado, como anteriormente se verificava. Suspeita-se
que esses produtos j& ndo tém a funcdo de repelir as moscas (CARVALHO, 2007
CARVALHO; TORRES; AZEREDO-ESPIN, 2006; SILVA; AZEREDO-ESPIN, 2009).

Em estudo investigativo sobre possiveis mutacfes em populacfes de C. hominivorax,
encontrou-se amplamente a mutacdo do gene W251S da enzima carboxilesterase E3,
relacionado com resisténcia principalmente a dimetil-OP (organofosforado) e recentemente
com piretroides. Essa mutacao parece conferir a enzima a capacidade de hidrolisar compostos
piretréides, além de organofosforados (SILVA, 2009).

Outra abordagem tornou-se disponivel no mercado no inicio da década de 80, as
lactonas macrociclicas, com excelentes propriedades endectocidas e uma acao residual maior
(AMOQOS, 2009). Porém, estudos demonstram residuos de lactonas macrociclicas nas carcacas,
que variam de acordo com a via de administragdo, sendo mais persistentes quando
administradas por injecdo subcutanea, em comparacao a aplicacdo “pour-on”. Dessa forma,
periodos de caréncia mais longos, na faixa de 34 - 45 dias, sdo necessarios para garantir que 0s
residuos de lactonas macrociclicas estejam abaixo dos limites maximos aceitaveis apos a
tratamento injetavel.

A ivermectina, moxidectina e eprinomectina, em formulagdes “pour-on”, tém periodos
de caréncia de 28, 14 e 17 dias, respectivamente. Contudo, a doramectina é muito mais
persistente do que outras formulagBes “pour-on”, e um periodo de caréncia de 35 dias €
necessario (DANAHER et al., 2006).

Tendo visto as dificuldades existentes, onde uma delas é o efeito amplo e toxico dos
pesticidas desenvolvidos até 0 momento, que eram direcionados ndo somente para o parasita
alvo, mas também para outros insetos, e também por persistirem no meio ambiente e, algumas
vezes, acabarem sendo passados pela cadeia alimentar apresentando perigo para outros
organismos, incluindo o homem. (WILLIAMS, 1967).
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2.9.1. Reguladores de crescimento de insetos: piriproxifen

Devido as dificuldades relacionadas a resisténcia aos principais produtos larvicidas
utilizados, e enquanto a possibilidade da erradicacdo pela técnica do inseto estéril ndo é uma
realidade no Brasil, outras alternativas para o controle tém representado relevancia. Como
alternativa mais segura, os IGRs sdo uma categoria para controle de insetos, constituida por um
grupo de componentes que normalmente ndo matam o parasito alvo diretamente, mas
interferem no seu crescimento e desenvolvimento (BERGAMO, 2018).

Designado para descrever uma nova classe de compostos bio-racionais (STAAL, 1975),
o termo IGR — insect growth regulator, sdo compostos quimicos a base de plantas levemente
alterados ou moléculas produzidas a partir de produtos naturais, com propriedades resultantes
bem similares ao composto natural (GRAF, 1993). Da mesma forma, moléculas semelhantes
aos quimicos baseados em micro-organismos também sdo consideradas bio-racionais
(DEBOUN; FRANCES; STRICKMAN, 2014).

Entretanto, por consequéncia do aumento da demanda publica por tecnologias mais
seguras, e mecanismos de a¢do mais seletivos, reduzindo os riscos para organismos que nédo
fossem alvo do controle, para 0 meio ambiente e para os seres humanos, houve o aumento dos
esforgos na pesquisa por moléculas com diferentes mecanismos de acdo, por 6rgaos-alvo
alternativos no inseto e com abordagens totalmente diferentes de controle (OLIVEIRA, 2017).
Os reguladores de crescimento de insetos na sua grande maioria, preenchem esses requisitos,
pois abordam outros 6rgdos alvos que ndo o sistema nervoso central, exibindo uma maior
atividade e mostrando um perfil muito mais seguro por agirem, principalmente, no
desenvolvimento embrionério larval e ninfal, interferindo na metamorfose e reproducéo
(GRAF, 1993). Tém como caracteristica marcante ndo causar a morte do parasito alvo
diretamente, mas sim interferir no seu crescimento e desenvolvimento, atuando principalmente
nos estagios imaturos (TAYLOR; COOP; WALL, 2010).

Williams (1967), denominou os IGRs como pesticidas de terceira geracdo. O primeiro
efeito dos IGRs e também o mais observado em insetos é uma morfogénese anormal do
tegumento, geralmente irreversivel. Muitas espécies produzem formas extra larvais, ninfais e
pupais em resposta a exposicdo aos IGR, onde tornam-se gigantes, mas com formas quase
perfeitas em uma escala intermediaria entre forma imatura e adulta do inseto (GRAF, 1993).
Além do mais, o periodo de maior sensibilidade para inibicdo da metamorfose € o Ultimo estagio
larval ou ninfal (e a pupa em holometabdlico). E, a intensidade e a caracterizacdo da resposta
dependerdo da espécie, da escolha do momento da aplicacdo, da dose, do modo de
administracdo, do tipo de composto (OLIVEIRA, 2017).

O piriproxifen é um IGR cuja atividade imita o hormonio juvenil e tem seu efeito
priméario no alvo, bloqueando o desenvolvimento do estagio pupa/adulto, embora os efeitos na
embriogénese e na reproducdo também sejam conhecidos (SHAH et al., 2015). Os mosquitos
sdo altamente sensiveis ao piriproxifen. O controle duradouro de espécies de Culex, Aedes e
Anopheles foi relatado ap6s o tratamento desafiando larvas (SHAH et al., 2015).

O estado de resisténcia cruzada ao piriproxifen é incerto. Tolerancia foi observada em
varias cepas resistentes em Musca domestica. Nesses testes, algumas moscas selvagens
emergiram do meio tratado na dose mais baixa (12 mg/litro). (GEDEN; DEVINE, 2012).
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2.9.2 Controle pelo programa da técnica do inseto estéril e fatores fundamentais
para implementacdo

Frente a todos esses desafios relacionados ao controle e tratamento, e pela gravidade
que esse parasitismo pode gerar nos animais parasitados, tomando propor¢oes de epidemias
rapidamente e mortalidade em animais com multiplas infestacBes, assim como todos o0s
prejuizos gerados com perdas na producdo e gastos com medicamentos, alguns pesquisadores
concluiram que reduzir ou eliminar a populacéo de insetos seria uma solugdo melhor do que
tratar topicamente os animais apos estes serem infestados pelas larvas, motivando iniciativas
envolvendo a esterilizagdo de machos e a implementagdo de um programa de erradicacao
através da liberacdo de insetos estéreis (AMOS, 2009b; BOWMAN, 2006).

Os principais beneficiarios diretos da eliminagdo de C. hominivorax sao a pecuaria e 0s
produtores. No entanto, beneficios diretos e indiretos resultam para a comunidade como um
todo, como o aumento da disponibilidade de animais e produtos lacteos produzidos localmente
e pelo aumento da disponibilidade de animais. A nivel nacional, os beneficios econémicos
surgiriam devido a uma melhor integracdo na agricultura e pecuaria. Também consideram-se
os beneficios para a satde publica para a comunidade (FAO, 2018).

Alguns fatores sdo fundamentais para o sucesso da implementacdo de um programa
baseado na SIT. Dentre eles, a necessidade de baixa densidade populacional previamente a
liberacdo das moscas estéreis no campo (KNIPLING, 1955), fator este fortemente dependente
do uso de inseticidas quimicos na primeira etapa do programa de controle; e a delimitacdo de
regides e escalas geograficas adequadas, que podem ser determinadas a partir de estudos sobre
a estrutura genética das populacdes de interesse (BERGAMO, 2018).

A técnica do inseto estéril SIT (da expressao inglesa “Sterile Insect Technique™) foi
idealizada por Knipling, em 1937. O objetivo inicial era a liberagdo de um grande nimero de
machos estéreis no campo durante varias geracdes sucessivas, tendo como consequéncia uma
supressdo na densidade populacional da mosca da bicheira (KNIPLING, 1955). A liberacéo de
machos esterilizados por radiacdo gama é a forma de controle mais eficiente (BAUMHOVER
et al., 1955; GUIMARAES; PAPAVERO, 1999). Essa pratica s é possivel porque as fémeas
de C. hominivorax copulam uma s6 vez durante sua vida (CRYSTAL, 1969), ou seja, toda
fémea que copular com um macho estéril ndo deixara descendentes.

Estima-se que os beneficios anuais ao produtor com a erradica¢do da mosca sejam: nos
EUA — US$ 796 milhdes; no México - US$ 292 milhdes e na Ameérica Central - US$ 77,9
milhGes. Na Libia, estima-se que a relacdo beneficio/custo foi de 5:1 na zona infestada e de
10:1 em todo o pais. Caso fosse erradicada na América do Sul, estima-se que a cada ano US$
3.592 milhdes poderiam ser economizados (VARGAS-TERAN; HOFMANN; TWEDDLE,
2005).

Segundo Pontes et al. (2009), o custo pela erradicacdo da mosca no Brasil custaria
R$10.000.000 ao ano. No Oriente, a erradicacdo da mosca foi considerada o programa
internacional de salde animal de maior sucesso organizado pelas Nacdes Unidas. (KOUBA,
2004).

O programa pode fornecer beneficios consideraveis que sdo dificeis de quantificar
economicamente, tanto beneficios ambientais associados ao uso reduzido de produtos quimicos
e impacto sobre a vida selvagem e, possivelmente, beneficios para a saude publica. Na América
do Sul, com a possivel excecdo do Chile, ndo ha barreiras naturais conhecidas para impedir a
propagacao da mosca entre 0s paises. A menos que existam barreiras, para fins de erradicacao,
toda a Ameérica do Sul deve ser considerada como uma regido. Uma vez iniciado, o programa
teria que ser progressivo até que todo o continente (e, portanto, o Hemisfério Sul) esteja
completamente livre da mosca (CABI, 2013).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Manutencgéo da Colonia de Cochliomyia hominivorax

A criacdo de C. hominivorax em laboratorio teve inicio a partir da coleta de larvas de
terceiro instar (L3) provenientes de feridas de bovinos infestados naturalmente. Apos a coleta,
as larvas de terceiro instar foram encaminhadas ao Laboratorio de Quimioterapia Experimental
em Parasitologia Veterinéria (LQEPV), do Departamento de Parasitologia Animal (DPA) do
Instituto de Veterinaria (1V) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

Em seguida, estas foram higienizadas com agua corrente, secas com papel absorvente e
acondicionadas em caixa plastica com o fundo preenchido por uma grossa camada de
vermiculita (com finalidade de mimetizar o solo e facilitar a pupacdo) e tampa telada para
permitir a circulacdo do ar e acondicionadas em temperatura ambiente até a emergéncia das
moscas adultas.

As moscas comecaram a emergir do pupario a partir do 8° dia. Para alimentacdo das
moscas adultas foi oferecido agucar mascavo petrificado ralado em placa de petri e para garantir
a umidade e fonte de agua um frasco de plastico com algodédo hidréfilo embebido com agua
filtrada. A troca da dieta e da fonte de &gua era realizada duas vezes por semana. A manutencdo
da coldnia foi realizada através de estimulacGes para oviposicdo de fémeas adultas, e
consequente incubagdo do material recuperado em camaras climatizadas do tipo B.O.D. (da
expressao inglesa “Biological Oxygen Demand”) na temperatura de 35 + 1°C e umidade 80 *
10% (MASTRANGELO, 2011).

Para estimular a maturacao ovariana das fémeas foi oferecido sangue de bovino (oriundo
da sobra do sangue destinado para a manutencao de Ctenocephalides felis felis — aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais com nlmero de protocolo 4313110419)com
anticoagulante (Solucéo de CPDA - Dextrose anidra USP 2900 mg, citrato de sodio 2 H.0 2630
mg, acido citrico anidro 300 mg, adenina 27,5 mg, fosfato de s6dio monobésico H.O 222 mg,
agua para injetaveis g.s.p. 100 ml). Esse sangue obtido através da coleta em bovinos ndo
tratados com nenhum parasiticida nos ultimos 45 dias, utilizando bolsa de transfusdo . O sangue
(20 ml) era adicionado em um pedaco de algoddo com 5 cm de didmetro, acondicionado em
placa de petri de polipropileno (10cm x 10cm x 2cm) e oferecido para as moscas emergidas nas
gailoas a partir do 5° dia de vida.

Apdbs completarem a maturacdo ovariana, fémeas adultas foram estimuladas a fazer
oviposicdo colocando-se 20 g de carne bovina moida acrescida de 5 mL sangue bovino com
anticoagulante alocados em placas de petri de polipropileno (90x15cm) e aquecidos a
temperatura de aproximadamente a 35£1°C e 80+£10% de umidade relativa. Tiras de papel filtro
(Whatman n°1 80g) eram colocadas na superficie do meio de oviposi¢do para evitar que as
pocas de sangue ocasionassem, eventualmente, a morte das moscas. Em seguida, foi
acondicionado camaras climatizadas com temperatura em torno de 32 + 1°C e 80 + 10% de
umidade relativa. Apds algumas horas o meio foi avaliado quanto a presenca de posturas. Os
ovos e/ou larvas, quando presentes, foram removidos do substrato com auxilio de colher e
colocados diretamente na dieta larval, em recipiente de polipropileno, com tampa telada e
armazenados em camara climatizadas com temperatura a 35+1°C e 80+10% de umidade relativa
(MASTRANGELO; BEZERRA; FERNANDES, 2014).
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A formulacdo da dieta larval foi adaptada de Mastrangelo (2014), de acordo com suas
vantagens em comparacao a outros tipos de dieta, como o baixo custo, alta viabilidade larval, e
por atender as demandas nutricionais das larvas por mais tempo, além de emitir menos odores.
Para obter 1 L de dieta larval foram utilizados os seguintes ingredientes: 220 g de sangue
bovino, 600 ml de &gua destilada, 40 g de leite em p6 desnatado, 30 g de gel para plantio (Forth
Gel®), 3 ovos inteiros e 1 ml de formol. Os componentes foram adicionados individualmente
até completa homogenizacdo da mistura com auxilio de um homogeneizador mecéanico.

O material incubado em cémaras climatizadas foi observado a cada 24 horas,
adicionando maior quantidade de meio larval de acordo com as necessidades das larvas. Apos
48 horas de incubacdo, de acordo com a presenca e atividade de L3, o recipiente era
acondicionado em outro frasco contendo 4 cm de vermiculita para possibilitar a migracéo e
aprofundamento para consequente evolucdo para fase de pupa (TRAVIS; KNIPLING;
BRODY, 1940).

Ap0s quatro dias, o material era recuperado da vermiculita por catacdo manual com o
auxilio de pinca para procedimentos ultrassensiveis. As pupas eram pesadas para quantificacdo
de individuos, para cada seis gramas pesados, tinha uma média estimativa de 100 pupas. E
posteriormente acondicionadas em gaiolas adaptadas em caixas organizadoras de polipropileno
com capacidade para 20 L (com dimensdes 32 cm X 22 cm X 26 cm).

3.2 Padronizacéo do Estudo in vitro

Para padronizacdo do método in vitro foram realizados testes em diferentes recipientes
com diferentes quantidades de meio larval, utilizando larvas de primeiro estagio (L1) de C.
hominivorax obtidas da col6nia mantida em nosso laboratério, que foram recuperadas
diretamente do meio larval com o auxilio de pincel n® 0. Foram preparados oito grupos
experimentais, com seis repeticdes cada, identificadas como R1, R2, R3, R4, R5 e R6.

Grupo 1: 10 L1 incubadas em 10g de meio larval;
Grupo 2: 20 L1 incubadas em 10g de meio larval;
Grupo 3: 10 L1 incubadas, em 20g de meio larval;
Grupo 4: 20 L1 incubadas, em 20g de meio larval,
Grupo 5: 10 L1 incubadas em 10g de meio larval;
Grupo 6: 10 L1 incubadas em 20g de meio larval;
Grupo 7: 20 L1 incubadas em 10g de meio larval;
Grupo 8: 20 L1 incubadas em 20 g de meio larval.

Nos grupos 1 a 4 as larvas foram incubadas em placas de petri de polipropileno (90 x
15xm) e vedadas nas bordas laterais utilizando massa para modelar. Nos grupos 5 e 6 as larvas
foram incubadas em frascos de polipropileno de 145 ml com furo na tampa de aproximadamente
2 cm de diametro telado com tecido de poliamida. Nos grupos 7 e 8 as larvas foram incubadas
em frasco de polipropileno de 200 ml com furo na tampa de aproximadamente 2 cm de didmetro
telado com tecido poliamida.

Todos os grupos foram mantidos em camaras climatizadas com temperatura variando a
35+1°C e umidade relativa de 80+10 % (MASTRANGELO; BEZERRA; FERNANDES, 2014)
e observados diariamente por 14 dias. Apds a observacdo de 48 horas foi acrescido 50% do
volume final do meio nos potes em que haviam larvas vivas, e 0s recipientes foram
acondicionados dentro de frascos de polipropileno com volume de 500 mL acrescido de 10
gramas de vermiculita onde foi acompanhado o processo de pupagdo e emergéncia de moscas
adultas.
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3.2.1 Analise Estatistica do Estudo para Padronizacédo do teste in vitro

Para analise estatistica dos dados utilizou-se 0 programa estatistico computacional
BioStat 5, no qual verificou-se a normalidade dos dados para a recuperacdo de pupas e de
adultos por meio do teste D’ Agostino Person. Para avaliar a variancia estatistica entre as médias
de recuperacgdo de pupas e média da recupera¢do dos adultos, utilizou-se o teste para dados ndo
paramétricos, Kruskal Wallis. Em todas as andlises foi considerado o nivel de confianca de 95%
(P<0,05).

3.3 Metodologia do estudo in vitro desafiando larvas de primeiro instar de
Cochliomyia hominivorax frente a diferentes concentracgdes de piriproxifen

Para a avaliacdo in vitro do piriproxifen sobre o desenvolvimento das larvas de C.
hominivorax foram preparados 32 frascos de 145 mL de polipropileno, com um orificio de
aproximadamente 2 cm de didmetro recoberto por tecido poliamida. Em cada frasco foi
acrescido 20 g de meio larval e, com auxilio de um pincel nimero zero, 10 larvas de primeiro
instar de C. hominivorax. O teste foi realizado utilizando um controle negativo: que consistia
na incubagéo das larvas contendo apenas o meio larval; placebo onde as larvas foram incubadas
com o diluente utilizado para as preparacGes das solucdes contendo piriproxifen; e as
concentragcdes de piriproxifen (0,05%, 0,15% e 0,45%). Todo o teste foi realizado em
sextiplicata (R1, R2, R3, R4, R5 e R6).

Para incorporacao das diluicGes, a dieta larval recém preparada foi encaminhada ao setor
de farmacometria do LQEPV/UFRRJ para pesagem em balanca analitica, adicdo das
formulacGes contendo piriproxifen e homogeneizagdo em incubadora shaker (Cienlab — modelo
CE720) 250 rpm, a 38°C. Posteriormente, as larvas foram colocadas sobre a dieta larval de cada
grupo experimental com o auxilio de pincel n°0. A incubacédo iniciou com o grupo controle,
posteriormente, as larvas foram incubadas no grupo placebo, seguida pelo grupo contendo
0,05% de piriproxifen, grupo 0,15% de piriproxifen e 0,45% de piriproxifen. Todos os frascos
foram condicionados em camaras climatizadas a 35 + 1° C e 80 £ 10% de umidade relativa
(ELWAER; ELOWNI, 1991; MASTRANGELO; BEZERRA; FERNANDES, 2014).

As observag6es apds a incubacao foram realizadas nos seguintes tempos: 30 minutos;
12 h; 24 h e 48 h. Apos a observacao de 48 horas, adicionou-se 50% (10 g) do volume inicial
de meio larval sem adicdo de piriproxifen em nenhum grupo experimental, para favorecer o
desenvolvimento das larvas. Além disso, nesse momento houve também a transferéncia do
frasco inicial de 145 ml para dentro de um frasco de polipropileno de 500 ml, com trés orificios
de aproximadamente 2 cm de diametro na tampa devidamente telados com tecido de poliamida,
com 10 g de vermiculita dispostos no fundo de cada frasco. Para cada repeticdo, em todos 0s
grupos experimentais, as tampas dos frascos de 145 ml foram retiradas e os frascos transferidos
para dentro dos frascos de 500 ml, respectivamente para cada repeti¢do, para permitir a saida
das larvas e consequente pupacéo.

Os conjuntos de frascos de 500 ml juntamente com os frascos que continham as larvas
do estudo foram devidamente identificados e acondicionados em camaras climatizadas. Foram
realizadas observacbes nos dias 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11 e 14 ap6s a incubacdo para
acompanhamento do comportamento do ciclo.

No terceiro dia ap0s a incubacdo, a temperatura e a umidade relativa da camara
climatizada foram alteradas para 32 + 1° C e 60 £ 10%, respectivamente, de acordo com as
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necessidades da fase do ciclo biolégico em questdo (FAO, 1990). A partir do quinto dia apos
incubacdo, foi possivel retirar o frasco de 145 ml com meio larval de dentro do frasco de 500
ml com 10 g de vermiculita dos grupos que ndo haviam mais a presenca de larvas no meio
larval, exceto no grupo com a concentracdo 0,45% de piriproxifen que ainda haviam larvas
ativas. No sétimo dia ap6s incubac&o, foi realizada a catagdo e contagem das pupas, com auxilio
de pinca entomologica para procedimentos ultrassensiveis. Em seguida, foi realizada a
pesagem, em balanca analitica, do nimero total de pupas recuperadas em cada repeticdo do
experimento realizada repeticdes dos grupos experimentais que haviam pupas. Todos 0s grupos
continuaram sendo observados todos os dias até observacdo da emergéncia dos adultos.

A partir do décimo quarto dia as moscas recuperadas nas repeticdes de cada um dos
grupos experimentais foram lavadas com &lcool etilico 70%, com auxilio de peneira, secas em
papel toalha, pesadas e identificadas em macho ou fémea e individualmente dispostas
alfinetadas em uma caixa entomoldgica.

3.3.1 Andlise estatistica

Para analise estatistica dos dados utilizou-se o programa estatistico computacional
BioStat 5, no qual verificou-se a normalidade dos dados para os pesos das pupas por meio do
teste D’ Agostino Person.

A anélise de variancia entre as médias de recuperacao de pupas, média do peso do pool
e peso individual de pupas utilizou-se o teste para dados ndo paramétricos, Kruskal Wallis. Em
todas as andlises foi considerado o nivel de confianca de 95% (P <0,05).

Para os percentuais individuais de evolucdo de larva até pupa, de pupa até adulto e de
larva até adulto, considerando o caso que este universo deve ficar restrito de 0 a 100% e o
desvio padrdo apresentar valores que levariam a variagdes fora desse intervalo (0 a 100%), em
torno da média para qualquer grupo experimental. Os dados foram submetidos a transformacéo
angular usando Arcsen VX onde X seria expresso em %/100, ou seja, X < 1. Posterior a
transformacédo dos dados, estes foram submetidos através de analise de variancia seguida do
teste LSD.

O nivel de eficacia larvicida e adulticida foi calculado baseado na seguinte formula:

Eficacia (%) = Controle — Tratado x 100
Controle
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Padronizagéo do Estudo in vitro

O primeiro passo do estudo foi encontrar um recipiente que abrigasse de forma eficiente
as larvas de primeiro estagio recém eclodidas, que pelo fato de serem muito pequenas, bastante
enérgicas, terem um comportamento de rastejar, e por possuirem ganchos orais, conseguem se
ancorar e fugir da maioria dos recipientes em que sdo incubadas, modificando o numero
amostral e, consequentemente, interferindo no resultado.

O segundo passo foi ajustar a quantidade de meio larval necesséria para o
desenvolvimento 6timo do nimero de larvas. Devido a dificuldade de restri¢do das larvas dentro
dos recipientes, optou-se por ndo realizar furos para entrada de oxigénio nas placas de petri
utilizadas para a incubacéo das larvas dos grupos 1 a 4.

Nos grupos 5 a 8, incubados em frascos de plastico, observou-se uma boa capacidade
de vedacdo das amostras através da tampa, o que impossibilitou a fuga das larvas. Ja o furo na
tampa coberto por tecido forneceu uma circulacdo de ar desejavel o que possibilitou um
desenvolvimento das larvas incubadas em cada repeticéo.

Na primeira observacédo, 24 horas ap6s a incubacdo das larvas, em todas as repeticdes
do grupo 1 foram visualizadas larvas ativas, exceto na repeticdo R6 onde visualizou-se apenas
uma larva sem motilidade, aparentemente morta. No grupo 2, também foi possivel observar
larvas ativas em todas as repeticbes, exceto nas repeticdes R4, R5 e R6 onde foram
quantificadas 4, 6 e 4 larvas, respectivamente, sem motilidade. No grupo 3, foram observadas
larvas ativas nas repeticdes R1, R2, R3, R4 e R5, e larvas sem motilidade nas repeticGes R2 e
R5. Na repeticdo R6, s6 foram visualizadas larvas sem motilidade, sendo que 4 foram
visualizadas entre a tampa da placa de petri e a massa de modelar. No grupo 4, s6 foram
visualizadas larvas com motilidade nas repeticbes R1 e R2 e nas repeti¢des R3, R4, R5 e R6 s
foram visualizadas larvas sem motilidade, sendo que a maioria foi encontrada entre a tampa da
placa de petri e a massa de modelar. No grupo 5, em todas as repeti¢cdes haviam larvas ativas,
e nenhuma foi visualizada sem motilidade. No grupo 6, foram visualizadas larvas ativas em
todas as repeticdes, e, nas repetices R1, R3 e R4 também havia a presenca de larvas sem
motilidade. No grupo 7, havia a presenca de larvas ativas e sem motilidade em todas as
repetices. E no grupo 8 também foram visualizadas larvas ativas e sem motilidade em todas
as repeticoes, exceto na repeticdo R3 que s6 foram visualizadas larvas ativas.

Na observacdo dos grupos 24 horas apds a incubacdo das larvas, pode-se notar que o
meio larval presente nas repeticbes dos grupos incubados em placas de petri (Grupos 1 a 4)
escureceu mais rapido em comparacao aos outros grupos. Tal fato sugere que a falta de oxigénio
tenha acelerado o processo de putrefacdo dos componentes do meio larval. Também foi possivel
observar que a umidade do interior da placa de petri, na temperatura necessaria para o
desenvolvimento larval, favoreceu o derretimento da massa de modelar. Esse fato pode ter sido
determinante para algumas larvas terem sido encontradas sem motilidade, aparentemente
mortas, entre a tampa da Placa e a massa de modelar. As larvas presentes nas repeti¢coes dos
grupos com placas de petri contendo 20 g de meio larval (Grupos 3 e 4) foram mais dificeis de
serem visualizadas devido ao volume de meio e tamanho das larvas, apesar de ja serem L2,
estimadas pelo tamanho e tempo de vida.

A observagdo diaria de atividade e motilidade das larvas de cada grupo em cada
repeticdo foi subjetiva, de modo que por mais que ndo tenhamos encontrado larvas vivas ou
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mortas na superficie do meio larval, estas poderiam estar inseridas mais profundamente no meio
e impossiveis de serem observadas sem que houvesse a manipulacdo do meio larval, o que foi
descartado pelo perigo de, mesmo que acidentalmente, ao manipular o meio alguma larva fosse
morta. Dessa forma, ja que nédo foi possivel manusear o meio larval das repeti¢cbes dos grupos
para facilitar a visualizagdo, essa representacdo pode resultar em dados imprecisos, tendo sido
utilizada apenas para ter um acompanhamento estimado do desenvolvimento larval.

Na observacgdo apds 48 horas da incubagéo das larvas, em todas as repeti¢cdes dos grupos
1, 2, 3 e 4, incubados em placas de petri, foram visualizadas larvas sem motilidade. As tampas
das Placas estavam condensadas e estufadas, como se o0s gases resultantes da putrefacdo do
meio larval no interior da placa tivesse forcado a tampa para fora. Nos grupos 5, 6, 7 e 8 havia
presenca de larvas ativas em todas as repeti¢des, sendo que nas repeticdes R3 e R6 do grupo 5,
na repeticdo R1 do grupo 6, nas repeticbes R2, R4, R5 e R6 do grupo 7 e nas repetices R5 e
R6 do grupo 8, também haviam larvas sem motilidade.

A metodologia com a utilizacdo da placa de petri mostrou-se eficaz desafiando larvas
frente a inseticidas larvicidas, em que o método de avaliacdo sejam observacdes em tempos
mais curtos do que 48 horas, como o estudo realizado por Beraldo et al., (2010) e metodologia
descrita por Chagas, (2008). E, hé de se considerar a utilizacdo da placa de petri desafiando os
estagios larvais separadamente, assim, o periodo de observacdo mais curto apos o desafio,
favorece a utilizagdo das mesmas.

Os grupos incubados nas placas de petri continuaram sem a presenca de larvas ativas
em nenhuma repeticao durante observacdo no 3° dia apés a incubacdo das larvas.

O meio larval presente encontrava-se com aspecto putrido e visivelmente consumido
pelas larvas, se tornando cada vez mais escasso nos grupos incubados com 10 g de meio larval
(grupos 5 e 7), e havia a presenca de larvas (L3) ativas em todas as repeti¢cdes. Nos grupos 6 e
8 também havia larvas (L3) ativas em todas as repeticdes, porém, a quantidade maior de meio
larval (20 g) nos frascos dificultou a visualizagdo das mesmas.

No 4° dia ap6s a incubacdo, havia larvas ativas em todas as repeti¢cdes dos grupos 5, 6,
7 e 8. Nas repeticdes R3 e R4 do grupo 5, foram visualizadas 3 pupas formadas em cada
repeticdo. As larvas presentes nas repeticdes dos grupos 7 e 8 encontravam-se rastejando pela
parede do frasco, indicando que a necessidade de migracgéo das larvas do meio larval completar
mais uma etapa do ciclo, a pupacdo. A quantidade de meio larval, ja em estado avancando de
putrefacdo, continuou dificultando a visualizacao das larvas nos grupos contendo 20 g de meio
larval, demonstrando que o consumo do meio larval vai diminuindo de acordo com o
desenvolvimento da L3, de modo que elas vao cessando a ingestdo a medida da necessidade de
migrar do local parasitado para iniciar o processo de pupacéo, e demonstrou, corroborando com
a literatura, que o periodo de maior ingestdo de meio larval, assim como na natureza, de tecidos
vivos na ferida de um hospedeiro parasitado, é a fase de recém L3 (AMOS, 2009; OLIVEIRA,
1980).

No 5° dia apds incubacdo, no grupo 5 foram quantificadas 5, 4, 7, 5, 6 e 2 pupas nas
repeticdes R1, R2, R3, R4, R5 e R6, respectivamente. E ainda foram visualizadas 1, 1 e 5 larvas
com motilidade nas repeticdes R1, R4 e R6. No grupo 6, foram quantificadas 2, 3, 5 e 2 pupas
nas repeticdes R1, R3, R5 e RG6, respectivamente. E ainda havia larvas ativas em todas as
repeticdes. No grupo 7, foram encontradas 2, 1, 1 e 4 pupas nas repeticbes R1, R2, R3 e R4,
respectivamente, e também se notou a presenca de larvas ativas em todas as repeticdes. No
grupo 8, ndo foi possivel visualizar nenhuma pupa, porém, havia larvas ativas em todas as
repeticoes.

O grupo 5 foi o primeiro a apresentar pupa no 4° dia apos incubacgdo nas repeti¢es R3
e R4, com a presenca de 3 pupas em cada repeticdo, demonstrando que 10g de meio larval pode
ser suficiente para o desenvolvimento de 10 larvas recém eclodidas até a fase de pré-pupa. O
tempo em que ocorreu a metamorfose esta de acordo com o esperado dentro do ciclo biologico
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da mosca, porém, pode-se suspeitar que a menor oferta de alimento possa ter contribuido para
acelerar o processo de desenvolvimento do ciclo, ja que o grupo 7, que também continha 10g
de meio larval e 20 larvas (L1) incubadas comecou a apresentar formacgéo de pupas no 5° dia
apos a incubacdo, entretanto, nesse mesmo dia experimental, o grupo 6, onde haviam 20g de
meio larval e 10 larvas (L1) incubadas também havia a presenga de pupas, o meio larval
presente ja encontrava-se em estado avancado de putrefacdo, e a quantidade ndo consumida
pelas larvas dificultava a quantificagdo exata das mesmas. Em nenhum momento a tampa dos
frascos foi aberta, para que ndo houvesse interferéncia no ciclo de vida desses insetos.

A observacéo realizada no grupo 7, foi que mesmo contendo a mesma quantidade de
meio larval do grupo 5 (10 g), que foi o primeiro grupo a apresentar pupas, a disposicao do
meio foi diferente, ja que no frasco de 200 ml, o meio larval foi disposto mais espacado na base,
tornando-se mais seco ao passar dos dias.

No 6° dia ap0s a incubacéo foi possivel quantificar mais pupas presentes nas repeticoes
dos grupos. No grupo 5 foram quantificadas 6, 4, 7, 5, 7, 3 pupas nas repeti¢cbes R1, R2, R3,
R4, R5 e R6, respectivamente, e ainda haviam 1, 1 e 3 larvas com motilidade nas repetices
R1, R4 e R6, respectivamente. No grupo 6 foram quantificadas 5, 8, 9, 4, 5 e 5 pupas nas
repeticdes R1, R2, R3, R4, R5 e R6, respectivamente, com presenca de larvas ativas nas
repeticdes R4, R5 e R6. No grupo 7, quantificou-se 16, 11, 10, 9, 7 e 7 pupas nas repetices R1,
R2, R3, R4, R5 e R6, respectivamente e ainda haviam larvas ativas nas repeti¢des R1, R5 e R®6.
O grupo 8 permaneceu com a visualizacdo de larvas ativas em todas as repeticdes.

Os grupos 5 e 6, que foram utilizados frascos de polipropileno de 145 ml, e no grupo 7,
que foram utilizados frascos de polipropileno de 200 ml, tiveram uma recuperacao mais rapida
de pupas em relacéo ao grupo 8.

No 7° dia apds incubacao, foi observado que nos grupos 5 e 7, ndo havia mais larvas
ativas no meio larval e foram quantificadas 8, 4, 8, 6, 7 e 7 pupas nas repeti¢cdes R1, R2, R3,
R4, R5 e R6, respectivamente, no grupo 5e 17, 9, 10, 9, 12 e 14 pupas, nas repeti¢cdes R1, R2,
R3, R4, R5 e R6, respectivamente, no grupo 7. No grupo 5 haviam 2 pupas com alteracdo de
tamanho, uma na repeticédo 1, e outra na repeticdo 5. No grupo 6 foram quantificadas 5, 8, 9, 6,
5 e 8 pupas nas repeticdes R1, R2, R3, R4, R5 e R6, respectivamente, e ainda havia a presenca
de larvas ativas, porém com pouca motilidade, nas repeticbes R4 e R5. E, no grupo 8, a
visualizacdo foi apenas de larvas ativas rastejando pela parede do frasco, quantificadas
totalizando 8, 9, 13, 13, 11 e 8 larvas (L3) nas repeticdes R1, R2, R3, R4, R5 e RG,
respectivamente. O meio larval encontrou-se em estado de putrefacdo mais avancado.

No 8° dia ap6s incubacgdo, as moscas comecgaram a emergir das pupas no grupo 5. Foram
quantificadas um total de 8, 4, 8, 6, 7 e 7 pupas nas repetices R1, R2, R3, R4, R5 e R6,
respectivamente, e 2 moscas vivas em cada repeticdo R3 e R4. E na repeti¢do 5, uma pupa tinha
alteracdo de tamanho. No grupo 6 foram quantificadas 5, 8, 9, 7, 6 e 8 pupas nas repeticdes R1,
R2, R3, R4, R5 e R6, respectivamente. No grupo 7 a quantificacdo foi 17, 9, 10, 9, 12 e 14
pupas nas repeticdes R1, R2, R3, R4, R5 e R6, respectivamente. O grupo 8 permaneceu com
larvas ativas em todas as repeticoes, totalizando 9, 6, 5, 13, 12 e 7 larvas nas repeti¢es R1, R2,
R3, R4, R5e R6, € 6, 8, 1 e 1 pupas nas repeticbes R2, R3, R5 e R6, respectivamente.

No 9° dia apds incubacdo, pode-se observar que a quantificacdo das pupas no grupo 5
continuou igual ao dia anterior, porém, houve a presencga de mais moscas vivas, totalizando 2,
4,7, 2 e 2 moscas nas repeticdes R1, R2, R3, R4 e R5, respectivamente. Da repeti¢cdo R6 nédo
havia emergido nenhuma mosca. No grupo 6, a quantificagdo de pupas também foi igual ao do
dia anterior, e s6 havia a presenca de 4 moscas vivas na repeticdo R5. No grupo 7 a
quantificacdo das pupas também permaneceu a mesma do dia anterior, sendo que na repeticdo
6, das 14 pupas quantificadas. No grupo 8, a quantificacdo de larvas (L3) com motilidade
totalizou 1, 7 e 5 larvas nas repeticdes R1, R4 e R5, e as pupas totalizaram 12, 12, 15, 4,8 e 11
pupas nas repeticdes R1, R2, R3, R4, R5 e R6, respectivamente.
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No 10° dia ap6s incubagdo, haviam 2, 4, 7, 2, 3 e 3 moscas Vivas nas repeti¢des R1, R2,
R3, R4, R5 e R6, do grupo 5, respectivamente. No grupo 6 foram quantificadas moscas vivas
nas repeticoes R3, R5 e R6 apenas, totalizando 3, 2 e 5 moscas em cada repeticdo,
respectivamente. No grupo 7 haviam 3, 2, 3, 4, 2 e 5 moscas vivas nas repeticdes R1, R2, R3,
R4, R5 e RG6, respectivamente. E no grupo 8 ndo haviam moscas emergidas em nenhuma
repeticdo, foram quantificadas 13, 12, 15, 14, 14 e 11 pupas nas repeti¢cbes R1, R2, R3, R4, R5
e R6, respectivamente, sendo que na repeticdo R4 havia uma larva (L3) sem motilidade.

A partir do 11° dia as moscas comegaram a morrer no grupo 5, sendo contadas 4, 4, 4,
3, 1 e 6 moscas vivas nas repeticdes R1, R2, R3, R4, R5 e R6. No grupo 6 haviam 1, 6,7, 2, 4
e 5 moscas vivas nas repeticdes R1, R2, R3, R4, R5 e R6. No grupo 7 haviam moscas vivas,
totalizando 8, 4, 10, 5, 2 e 5 moscas nas repeti¢oes 1, 2, 3, 4, 5 e 6, respectivamente. A
observacao do grupo 8 foi a mesma do dia anterior.

No 12° dia apo6s incubagdo, haviam 2, 1 e 2 moscas vivas nas repeti¢des R1, R5 e R6,
respectivamente, no grupo 5. No grupo 6, haviam 1, 2, 3 e 5, e, 3, 4, 3 e 5 moscas vivas nas
repeticdes 2, 3, 4 e 6, respectivamente. No grupo 7 foram quantificadas 6, 4, 8, 2, 3 e 6 moscas
vivas nas repeticdes R1, R2, R3, R4, R5 e R6.

No 13° dia ap0ds incubacdo, durante observacao dos grupos experimentais, notou-se que
todas as moscas das repeticdes do grupo 5 haviam morrido, exceto 1 mosca da repeticdo R6.
Totalizando 5, 4, 7, 4, 4 e 5 moscas mortas nas repeticdes R1, R2, R3, R4, R5 e R6,
respectivamente. No grupo 6, a maior parte das moscas também foram visualizadas mortas,
sendo quantificadas 2, 5, 7, 5 e 4 moscas mortas nas repeticdes R1, R2, R3, R5e R6,¢e,1,3¢e
1 mosca viva nas repeticbes R2, R4 e R6, respectivamente. No grupo 7, haviam 2, 2, 3, 1 e 2
moscas Vivas nas repeticbes R1, R2, R3, R5 e R6, respectivamente. J& no grupo 8, as moscas
comecaram a emergir, totalizando 1, 3, 3, 1 e 1 mosca viva, nas repeticdes R1, R2, R3, R5 e
R6, respectivamente. A repeticdo 4 permaneceu apenas com 15 pupas, sem a presenca de
moscas emergidas.

No 14° dia apds a incubacdo, foram observadas apenas moscas mortas nos grupos
experimentais. O grupo 5 totalizou com 5, 4, 7, 4, 4 e 6 moscas nas repeticdes R1, R2, R3, R4,
R5 e R6, respectivamente. O grupo 6 ficou com 2, 7, 7, 3, 5 e 5 moscas nas repeticdes R1, R2,
R3, R4, R5 e R6, respectivamente. O grupo 7 totalizou 9, 6, 10, 6, 5 e 10 moscas nas repeti¢des
R1, R2, R3, R4, R5 e R6, respectivamente. No grupo 8 ainda haviam moscas vivas, ndo sendo
possivel quantificar o nimero exato de moscas emergidas.

A partir do 15° dia ap0s incubacdo, as observacdes realizadas nos grupos 5, 6, 7 e 8
permaneceram as mesmas.

No 16° dia ap6s incubacdo, as observacGes permaneceram as mesmas nos grupos 5, 6,
7e8.

No 17° dia ap0s a incubacéo foi realizada a Gltima observacao dos grupos, ja que todas
as moscas estavam mortas e pdde-se obter uma quantificacdo mais segura em relagcdo ao nimero
real de moscas emergidas. Os grupos 5, 6 e 7 permaneceram com 0 mesmo numero de moscas
das observacdes anteriores. O grupo 8 totalizou 7, 9, 10, 6, 7 e 5 moscas nas repeti¢cdes R1, R2,
R3, R4, R5 e R6, respectivamente.

A média percentual de recuperacédo de pupas foi de 66,6%, 71,6%, 59,1% e 65,8% nos
grupos 5, 6, 7 e 8, respectivamente, e a recuperacdo de adultos a partir das pupas recuperadas
foi de 81,7%, 65,6%, 66,5% e 55,9% nos grupos 5, 6, 7 e 8, respectivamente. Os grupos 1, 2, 3
e 4 ndo tiveram recuperacdo de pupas, j& que todas as larvas de todas as repeticdes morreram
48 horas apos a incubacéo.

Pode-se observar que, nos grupos 5 e 6, em que foram utilizados frascos de polipropileno
de 145 ml e no grupo 7, em que foi utilizado frasco de polipropileno de 200 ml, houve uma
recuperacdo mais rapida de pupas em relagdo ao grupo 8, que também utilizou o frasco de
polipropileno de 200 ml.
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O grupo 8 teve o desenvolvimento mais lento em todas as repeticdes em relagdo aos
outros grupos experimentais, possivelmente pela umidade excessiva devido a quantidade de
meio larval presente dentro do frasco que prejudicou a etapa da pupacdo (THOMAS, 1989;
TRAVIS; KNIPLING; BRODY, 1940), ja que até o 9° dia ap0s incubacédo ainda havia larva
ativa nas repeticdes, apesar de terem sido observadas pupas a partir do 8° dia ap6s incubacéo,
ou seja, também de acordo com o ciclo bioldgico.

As moscas comegaram a emergir no grupo 5 a partir do 8° dia, no grupo 6 a partir do 9°
dia, no grupo 7 a partir do 10° dia, e no grupo 8 a partir do 13° dia. Sugerindo que 0s grupos em
que foram utilizados os frascos de 145 ml foram mais adaptéveis ao ciclo da mosca,
favorecendo o desenvolvimento mais rapido em relacdo aos grupos em que foram utilizados os
frascos de 200 ml, porém, estes também se mostraram eficazes para 0 acompanhamento do
ciclo.

O valor real referente ao total de moscas emergidas em cada repeticdo de cada grupo
experimental foi obtido apds a morte de todas as moscas e consequente facilitacdo da
quantificacdo por permitir uma melhor visualizacdo com a abertura das tampas dos frascos.

Sabe-se que a manutencdo do ciclo da mosca até a fase adulta em um Gnico habitat ndo
condiz com o comportamento normal esperado por ela na natureza, ja que a larva é biont6faga,
ou seja, até completar o desenvolvimento larval, necessita se alimentar de tecido vivo (BRITO
etal., 2008; OLIVEIRA, 1980), e dentro dos frascos o meio larval sem ser acrescido ou trocado,
vai se tornando putrido. E sua fase de pupa é realizada no solo, e ndo no mesmo ambiente em
que ocorre o seu desenvolvimento larval., portanto, o valor real de recuperacdo de pupas nao
pode ser comparado com uma evolucéo de desenvolvimento natural. Esse estudo foi realizado
para obter informacfes a respeito do suporte nutricional necessario e quantidade de larvas
incubadas necessarias dentro do frasco para se obter um desenvolvimento favoravel para a
seguinte fase, que é a de pupa. Para em seguida, conseguir utilizar esses resultados para realizar
um teste in vitro, desafiando as larvas da mosca, acrescentando o inseticida no meio larval e
acompanhar o seu desenvolvimento até a fase adulta.

O limiar critico do teste foi conseguir manter o mesmo nimero de larvas incubadas nas
repeticdes dentro das Placas de Petri e dos frascos de polipropileno, ja que o maior problema
nas tentativas ocorridas em ensaios anteriores realizados em nosso laboratério era evitar a fuga
das larvas (L1) recém-eclodidas incubadas nas amostras. Portanto, os dois tipos de frascos
utilizados nos grupos 5, 6, 7 e 8, foram eficientes na vedagdo e, consequentemente, eficientes
para a reproducéo do ciclo de vida do inseto em laboratorio.

A diferenca no percentual médio de recuperagdo de pupas e adultos das repeticdes dos

grupos 5, 6, 7 e 8 ndo foi muito significativa, entretanto, o frasco de 145 ml mostrou-se melhor
por ser mais fécil de trabalhar pelo tamanho, pela facilidade de transferéncia desse para outro
frasco caso seja necessario acompanhar a evolucdo do desenvolvimento larval até a proxima
fase da mosca e por ser mais barato quando comparado ao frasco de 200 ml.
Na andlise estatistica, como pode ser observado na Tabela 1 abaixo, ndo houve diferenca
estatistica na média de recuperacdo de pupas e adultos entre grupos 1 a 4, ja que todas as larvas
morreram a partir do 2° dia de incubacdo, ndo havendo recuperacdo de nenhuma pupa, e
consequentemente nenhuma mosca adulta. Entre os grupos 5 a 8, a diferenca estatistica na
recuperacdo de pupas e adultos também ndo foi significativa, apesar do grupo 6 ter tido uma
melhor recuperacédo de pupas, e 0 grupo 5 ter tido uma melhor recuperacdo de adultos em
relacdo ao nimero de pupas recuperadas.

Tabela 1: Média estatistica dos resultados obtidos no teste para padronizagdo in vitro para
desafiar formas parasitarias da mosca Cochliomyia hominivorax e observacao da continuidade
do seu ciclo.

Grupos Recuperacéo de Pupas Recuperacgéo de Adultos
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Média % Média %

G1: placa (10g meio larval/ 10 L1) 0.0+0.0® 0.0 0.0x0.0% 0.0
G2: placa (10g meio larval/ 20 L1) 0.0£0.0° 0.0 0.0+£0.0° 0.0
G3 placa (20g meio larval/ 10 L1) 0.0+0.0® 0.0 0.0£0.0® 0.0
G4 placa (20g meio larval/ 20 L1) 0.0£0.0? 0.0 0.0+0.0? 0.0
G5 frasco 145 ml (10g meio larval/ 10 L1) 6.7+1.4° 66.7 5.3+1.1° 81.8
G6 frasco 145 ml (20g meio larval/ 10 L1) 7.2+1.3° 71.7 4.8+ 2.04° 65.7
G7 frasco 200 ml (10g meio larval/ 20 L1) 11.8+2.9° 59.2 7.7+1.94° 66.6
G8 frasco 200 ml (20g meio larval/ 20 L1) 13.2+1.6° 65.8 7.3+147° 55.9

ab_ | etras mindsculas iguais entre médias da mesma coluna néo diferem significativamente entre si (p > 0,05).

4.2 Atividade in vitro do piriproxifen frente a larvas de primeiro instar de
Cochliomyia hominivorax

A primeira observacao foi realizada 30 minutos apés a incubacéo das larvas e nos grupos
controle, placebo e no G 0,45% foi possivel observar larvas ativas se movimentando no meio
larval. Nos grupos G 0,05% e G 0,15% também foi possivel observar as larvas ativas, porém,
de uma forma diferente, uma vez que muitas apresentavam-se rastejando pela parede do frasco,
como se estivessem tentando fugir do meio larval tratado. As repeti¢cdes onde havia larvas
rastejando pela parede do frasco foram, no grupo G 0,05% R1, R2, R3, R4, R5 e R6 com 4, 4,
7,4,5e5 larvas (L1), respectivamente. E no grupo G 0,15% R1, R2, R3, R4, R5 e R6, com 6,
5,5, 3, 7 e 2 larvas, respectivamente.

A segunda observacao foi realizada 12 horas apds a incubacdo das larvas. Nos grupos
controle e placebo, as larvas continuaram ativas, exceto na repeticdo 6 do grupo controle onde
havia uma larva imével aparentemente morta na parede do frasco. No grupo G 0,05%, foram
observadas 10, 6, 8, 8 6 e 3 larvas rastejando pela parede do frasco nas repeticdes R1, R2, R3,
R4, R5 e R6, respectivamente. No grupo G 0,15% sé foram observadas larvas rastejando pela
parede do frasco nas repeticdes R1, R4 e R5, com um total de 3, 2 e 4 larvas respectivamente.
No grupo G 0,45% notou-se a presenca de larvas rastejando na parede do frasco nas repetigoes
R1, R2, R3, R5e R6, com 5, 2, 3, 3 e 4 larvas, respectivamente.

Nas 24 horas ap0s a incubacdo, durante observacdo dos grupos, pbde-se notar presenca
de larvas ativas rastejando no meio larval em todas as repeti¢6es de todos os grupos. No grupo
controle foi identificada uma larva imoével aparentemente morta na repeticdo R2, e no grupo
placebo uma larva imével na repeticdo R3. Também pdde-se observar presenca de larvas ativas
rastejando pela parede do frasco em todas as repeticdes dos grupos tratados nas concentragdes
G 0,05%, G 0,15% e G 0,45%, exceto nas repeticdes R1 e R2 do grupo G 0,15% e na repeticao
R1 do grupo G 0,45%. Foi realizada a quantificacdo das larvas que aparentemente estavam
‘fugindo’ do meio larval rastejando pela parede do frasco nos grupos tratados, com um total de
3,4, 8, 3,6 e 3 larvas nas repeti¢es R1, R2, R3, R4, R5 e R6 do grupo G 0,05% ; 3, 2,3 e 2
larvas nas repeticdes R3, R4, R5 e R6 do grupo G 0,15% e 2, 2, 2, 3 e 5 larvas nas repeti¢oes
R2, R3, R4, R5 e R6 do grupo G 0,45%. Também observou-se no grupo G 0,45% que as larvas
de todas as repeticGes eram menores em comparagéo as larvas ativas presentes nas repeticoes
dos outros grupos experimentais.

De acordo com as observacdes realizadas nos frascos apds 30 minutos, 12 horas e 24
horas ap6s incubacgéo, 0 comportamento das larvas rastejando pela parede do frasco nos grupos
tratados sugeriu que o produto adicionado ao meio larval ocasionava algum desconforto nas
larvas, com consequente tentativa de fuga do meio larval.
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Em 48 horas ap6s a incubacdo, foi possivel observar a presenca de larvas L3 ativas
rastejando pelo meio larval em todas as repeti¢des dos grupos controle. Ja no grupo placebo, s6
ndo foi possivel visualizar larvas ativas na repeticdo R 6. N&o foi possivel quantificar as larvas
no meio larval, porque seria necessario manipular o meio e, portanto, interferir diretamente na
criagéo larval. No grupo G 0,05%, as larvas continuaram rastejando pela parede do frasco em
todas as repeticdes, e foi possivel contar 5, 4, 9, 4, 5 e 3 larvas (L3) em R1, R2, R3, R4, R5 e
R6, respectivamente, e nas repeticdes R4 e R5, foram observadas 2 larvas, uma em cada
repeticdo, um pouco menores em comparacao as outras. No grupo G 0,15% néo foi possivel
observar muitas larvas ativas no meio larval porém, pelo tamanho que se encontravam,
supostamente eram L3, exceto na repeticdo R3 que elas apresentavam-se um pouco menores,
mas ndo houve a confirmacao do estagio através da visualizacdo dos espiraculos respiratérios
para que a manipulacao ndo interferisse no desenvolvimento das larvas que estavam vivas. No
grupo G 0,45% foram visualizadas poucas larvas ativas nas repeticdes R1, R2, R3 e R4, e todas
as larvas apresentavam tamanho reduzido, e as repeticbes R5 e R6 continuaram sem a
visualizagdo de larvas ativas.

Na observacao realizada 48 horas ap0s a incubacdo, foi possivel notar nos grupos
controle e placebo que as larvas estavam atendendo as expectativas conforme o ciclo bioldgico
da mosca. Em todas as outras repeticGes desses dois grupos havia a presenca de L3 ativas. Ja
no grupo G 0,45% todas as larvas visualizadas nas repeticdes R1, R2, R3 e R4 apresentavam o
tamanho reduzido. As larvas menores ndo foram identificadas em relacdo ao estagio larval para
que a manipulacdo ndo influenciasse negativamente no seu desenvolvimento (FARKAS et al.,
2005).

O tamanho reduzido das larvas pdde ser observado no grupo G 0,45% em todas as
repeticdes em que foram visualizadas larvas. Portanto, sugere-se que nessa concentracdo de
piriproxifen, o desenvolvimento é de alguma forma atrasado, isso corrobora com o que se espera
utilizando-se um IGR do grupo do piriproxifen, que é analogo do horménio juvenil, que pode
prolongar a metamorfose pra fase de pupa (GRAF, 1993).

O piriproxifen foi mais eficaz na inibi¢do da emergéncia de adultos do que na prevencao
da formacao de pupas, corroborando com os achados de Liu et al., 2012, em estudo com Musca
domestica, pois apesar de serem de familias diferentes, mostraram o mesmo efeito quando
desafiados. Os estudos anteriores de Bull & Meola (1993, 1994) ndo diferenciaram os efeitos
sobre a pupacao e a emergéncia de moscas do chifre quando o esterco tratado com piriproxifen
foi testado em busca de uma reducdo da emergéncia de adultos, o que também foi observado
por Oliveira, 2017, que descreveu o efeito de piriproxifen sobre Haematobia irritans desafiando
ovos incubados em fezes com o inseticida, onde comprovou o efeito pupicida também sobre
Haematobia irritans.

No 3° dia apds a incubacdo, os frascos foram observados a fim de constatar a
presenca das larvas na vermiculita. Em todas as repeticbes de todos os grupos foi possivel
visualizar a movimentacdo de L3 na vermiculita, exceto nas repeticdes do grupo G 0,45%. No
4° dia ap0s a incubacéo, foi possivel visualizar a presenca de larvas ativas na vermiculita em
todas as repeticdes. No grupo placebo pdde-se observar larvas ativas em todas as repeticdes,
exceto nas R5 e R6. No grupo G 0,05% foi constatado a presenca de larvas ativas na vermiculita
em todas as repeti¢des. J& no grupo G 0,15% sé ndo houve a observacéo da presenca de larvas
na repeticdo R3. E, no grupo G 0,45%, nenhuma larva foi visualizada na vermiculita em
nenhuma repeticdo e a mesma observacado se repetiu no 4° dia apés a incubacao.

No 5° dia apos incubacdo, durante observacdo dos grupos experimentais, houve a
necessidade de retirada dos frascos de 145 ml de dentro dos frascos contendo vermiculita de
alguns grupos. No grupo controle, na repeticdo R1, nenhuma larva foi observada no meio larval,
algumas foram visualizadas rastejando sob a vermiculita e foi possivel visualizar 2 pupas. Na
repeticdo R2, houve a observacdo de larvas ativas na vermiculita. Na repeticdo R3, 1 larva
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morta foi encontrada no meio larval, e larvas ativas estavam presentes na vermiculita. J& na
repeticdo R4, foi possivel observar a presenca de 5 pupas e algumas larvas ativas na vermiculita.
Nas repeti¢des RS e R6, nenhuma larva foi encontrada no meio larval, mas houve a presenca
de larvas ativas na vermiculita. Em todas as repeticdes do grupo controle foi possivel realizar a
retirada do frasco contendo o meio larval, j& em estado de putrefacdo deixando somente o frasco
com a vermiculita. No grupo placebo, as larvas foram visualizadas ativas na vermiculita e
nenhuma foi visualizada no meio larval na repeticdo R1. Na repeticdo R2, também foi possivel
observar 0 mesmo comportamento, porém, ja havia a presenca de 1 pupa na vermiculita. Na
repeticdo R3, foi encontrada uma larva morta no meio larval, 3 pupas e larvas ativas foram
observadas na vermiculita. Na repeticdo R4, havia a presenca de 7 pupas e foi possivel contar
2 larvas L3 presentes na vermiculita. Nas repetices R5 e R6, larvas L3 foram visualizadas
ativas na vermiculita, e nenhuma foi encontrada no meio larval de ambas, portanto, em todas
as repeticdes do grupo placebo, foi possivel retirar o frasco de 145 ml contendo o meio larval
ja putrefeito de dentro do frasco com vermiculita. Ja no grupo G 0,05% nas repeticdes R1 e R4,
uma larva foi encontrada morta no meio larval em cada repeticéo, e larvas foram visualizadas
ativas na vermiculita nas duas repeticdes. Ja nas repeticdes R2, R3, R5 e R6, larvas L3 foram
visualizadas na vermiculita rastejando, e nenhuma foi observada no meio larval, porém na
repeticdo R6, foi possivel observar a presenca de 1 pupa. No grupo G 0,15%, nas repeticdes
R1, R2, R3, R5 e R6 nenhuma larva foi encontrada ativa no meio larval, porém, foram
observadas ativas na vermiculita. Na repeticdo R4, as larvas também foram observadas ativas
na vermiculita, porém, foi achada 1 larva morta no meio larval. De acordo com a observagdo
realizada, foi permitido retirar o frasco contendo o meio larval de dentro do frasco com
vermiculita. No G 0,45% os frascos de 145 ml contendo o meio larval foram mantidos dentro
do frasco com vermiculita por apresentarem larvas L3 ativas, e nenhuma larva foi visualizada
na vermiculita, em todas as repeti¢cdes. Apenas na repeticdo R4 foi encontrada uma larva morta
de menor tamanho no meio larval.

No 5° dia ap6s a incubacdo foi possivel observar que o desenvolvimento larval para
posterior fase de pupa continuou mais lento em todas as repeti¢des do grupo G 0,45% quando
comparado com o desenvolvimento larval dos outros grupos experimentais, porém, ainda estava
dentro do periodo de tempo de acordo com o desenvolvimento larval segundo a literatura,
apesar da minoria das larvas permanecerem na ferida apds o 4° dia (THOMAS; MANGAN,
1989).

A observacao e quantificacdo das pupas presentes na vermiculita, nos dias anteriores ao
da catacdo, foi dificultada pelo substrato (vermiculita) presente ser semelhante as pupas.

No 6° dia de observacao, no grupo controle foram visualizadas na vermiculita 4, 2, 3 e
4 pupas nas repeticdes R1, R4, R5 e R6, respectivamente, sendo que na repeticdo R4, havia 1
larva ativa presente na vermiculita. Nas repetices R2 e R3 ndo foram visualizadas pupas e
larvas na vermiculita. No grupo placebo, foram observadas 3, 7, 3, 7 e 1 pupas nas repeticdes
R1, R2, R3, R4 e R6. Na repeticdo R5 foram observadas apenas larvas na vermiculita. No grupo
G 0,05% foi possivel quantificar as pupas presentes nas repeticdes R2, R3, R4, R5 e R6, com
3,1, 2, 3e1 pupa, respectivamente, sendo que nas repeticbes R2, R3 e R4 ainda havia 1 larva
ativa na vermiculita em cada repeticdo. Na repeticdo R1 ndo foram visualizadas larvas e nem
pupa na vermiculita. No grupo G 0,15% foram quantificadas 1, 1, 2, 1 e 1 pupas nas repeti¢oes
R1, R2, R4, R5 e R6, respectivamente, e haviam larvas ativas na vermiculita nas repeticdes R1,
R3, R5 e R6, com 1, 3, 1 e 2 larvas, respectivamente. No grupo G 0,45%, as larvas foram
visualizadas e quantificadas na vermiculita nas repeticdes R1, R2, R3, R4, R5 e R6, com 2, 3,
2, 3, 4 e 1 larva respectivamente, e ainda havia presenca de larvas ativas no meio larval em
todas as repeticdes. Essa quantificacdo das larvas vivas na vermiculita foi subjetiva, ja que ndo
era favoravel manipular o meio e interferir no desenvolvimento.
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No 7° dia ap6s a incubac&o, foi possivel realizar a catagdo e pesagem das pupas presentes
nos grupos experimentais. No grupo controle foram recuperadas 7, 4, 3, 9, 8 e 8 pupas nas
repeticdes R1, R2, R3, R4, R5 e R6, respectivamente. No grupo placebo, a recuperagéo foi de
9, 10, 8, 10, 9, 1 pupas nas repeticdes R1, R2, R3, R4, R5 e R6, respectivamente. No grupo G
0,05% foram recuperadas e quantificadas 8, 7, 8, 5, 6, 7 pupas nas repeti¢cdes R1, R2, R3, R4,
R5 e R6, respectivamente. A maior parte das pupas apresentaram-se de tamanho reduzido, néo
preservando o seu tamanho e formato natural. Somente na repeticdo R4, apenas uma pupa
apresentava-se de tamanho e aspecto aparentemente normais. No grupo G 0,15% foram
recuperadas 9, 9, 9, 8, 9 e 8 pupas nas repeticdes R1, R2, R3, R4, R5 e RG6, respectivamente.
Todas as pupas apresentavam anormalidades de tamanho, rugosidade e coloracdo. O grupo G
0,45% continuou apresentando atraso no desenvolvimento em comparagdo aos outros grupos
experimentais, em todas as repeticdes. Ainda haviam larvas ativas no meio larval em todas as
repeticdes. Visivelmente o produto adicionado ao meio larval interferiu na metamorfose do
inseto, tendo acdo observada ja na menor concentracdo testada, concordando com a literatura
que explica o comportamento de formas extra larvais e metamorfose utilizando-se analogos do
horménio juvenil dos insetos (GRAF, 1993; LIU et al., 2012; OLIVEIRA, 2017).

Ap0s a observacdo realizada no 7° dia apds a incubacdo, ja pode ser realizada a catacéo
e pesagem das pupas de todos os grupos, exceto no grupo G 0,45%. No grupo controle, na
repeticdo R1, foram recuperadas 7 pupas que foram pesadas em conjunto em balanca de alta
precisdo e totalizaram 0,3089 g. Nas repeti¢fes R2, R3, R4, R5 e R6, foram pesadas 4, 6, 9, 8
e 8 pupas, cada repeticdo pesando 0,0957 g, 0,2149 g, 0,3526 g, 0,2759 g e 0,3104 g,
respectivamente. O grupo placebo teve uma recuperacéo de 9, 10, 8, 10, 9 e 1 pupas com peso
total de 0,1729 g, 0,4431 g, 0,3119 g, 0,4550 g, 0,2517 g e 0,0176 g nas repeticdes R1, R2, R3,
R4, R5 e R6, respectivamente. No grupo tratado com a menor concentracdo de piriproxifen,
0,05%, a recuperacéo foi de 8, 7, 8, 5, 6 e 7 pupas com peso 0,1284 g, 0,1088 g, 0,1362 g,
0,0912 g, 0,1021 g e 0,1590 g nas repeticdes R1, R2, R3, R4, R5 e R6, respectivamente. No
grupo G 0,15%, a recuperacao foi de 9, 9, 9, 8, 9 e 8 pupas, com peso total de 0,1660 g, 0,1638
g,0,1484g,0,1728 g, 0,1375 g e 0,1518 nos grupos R1, R2, R3, R4, R5 e R6, respectivamente.
No grupo G 0,45% ndo foi realizada a pesagem nesse dia experimental, por ainda haver larva
ativa no meio larval durante observacédo, sendo estas quantificadas 3, 2, 1, 1, 1 e 2 larvas no
meio larval, nas repeticdes R1, R2, R3, R4, R5 e R6, respectivamente. Haviam larvas ativas na
vermiculita, sendo quantificadas, 2, 3 e 1 larvas nas repeti¢cfes R1, R2 e R3, respectivamente.
E as pupas quantificadas somaram 1, 3, 3, 3, 4 e 1 pupas, nas repeti¢cbes R1, R2, R3, R4, R5 e
R6, respectivamente.

No 8° e 9° dia 0 grupo G 0,45% continuou com a presenca de larvas ativas no meio
larval, inviabilizando a pesagem em grupo das repeticdes. Nos outros grupos experimentais
ainda ndo havia a presenca de moscas emergidas em nenhuma repeticao.

No 8° e 9° dia apds incubacdo, o grupo G 0,45% continuou com a presenca de larvas
ativas no meio larval, ndo sendo realizada ainda a pesagem em grupo das repeticdes. Nos outros
grupos experimentais ainda ndo havia a presenca de moscas emergidas em nenhuma repeticao

A partir da observacdo do 10° dia, as moscas emergidas comecgaram a ser vistas nos
frascos das repetices R1, R4 e R5, com 5, 6 e 6 moscas, respectivamente, no grupo controle.
E no grupo placebo, 1, 6, 2 e 9 moscas nas repeticdes R1, R2, R3 e R4, respectivamente. As
repeticdes R3 e R6 do grupo controle, e R5 e R6 do grupo placebo permaneceram sem
emergéncia de adultos. Nos grupos G 0,05% e G 0,15%, ndo havia nenhuma mosca emergida
em nenhuma repeticéo. E, no grupo G 0,45%, nas repeticdes R1 e R2, foram recuperadas 4 e 9
pupas, respectivamente, sendo que ainda haviam trés larvas ativas no meio larval que ja se
encontravam em estado de putrefacdo na repeticdo R1. Nas repeticdes R3 e R5, foram
recuperadas apenas uma pupa aparentemente normal de dentro de cada frasco com meio larval
que foram adicionadas as outras pupas recuperadas, totalizando 5 e 6 pupas, respectivamente
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em cada repeticdo. Na repeticdo R4 foram recuperadas quatro pupas na vermiculita, e ainda
havia a presenca de uma larva ativa. Ja na repeticdo R6, foram recuperadas apenas duas pupas,
e uma larva foi encontrada no canto do frasco, aparentemente em estado de pré-pupa. Essa larva
foi pega com auxilio de pinga para procedimentos ultrassensiveis, e a mesma encontrava-se
fridvel, aderida a parede do frasco, danificando sua estrutura durante a manipulacéo.

A partir do 10° dia ap6s incubacdo, as moscas comecgaram a emergir nos grupos controle
e placebo, de acordo com o ciclo bioldgico natural da mosca (CABI, 2013; FAO, 1990;
MASTRANGELO, 2011; OLIVEIRA, 1980). As repeticbes R3 e R6 do grupo controle, e R5 e
R6 do grupo placebo permaneceram sem emergéncia de adultos. As alteragdes morfologicas
foram visualizadas em apenas trés pupas da repeticdo R3 do grupo controle e em duas pupas da
repeticdo R5 do grupo placebo, onde estas apresentavam-se de tamanho reduzido e aspecto
anormal na coloracgdo e rugosidade, entretanto, ndo houve explicacdo para a ndo emergéncia de
adultos nas outras pupas morfologicamente normais presentes nas repeti¢des, porém, sabe-se
que nem toda larva que consegue chegar a fase de pupa, emerge para a forma adulta na natureza,
sendo considerado um fato biologicamente normal.

As moscas emergidas dos grupos controle e placebo comecgaram a morrer a partir do 11°
dia ap6s a incubacdo, ja que nao havia fonte de alimento e nem agua dentro do frasco. E
totalizaram 5, 2, 6 e 5 moscas nas repeticdes R1, R2, R4 e R5, respectivamente, no grupo
controle, e 1, 7, 2, 9, 9 e 1 moscas nas repeticbes R1, R2, R3, R4 e R6, respectivamente no
grupo placebo. Ja o grupo G 0,45% po6de ser pesado nesse momento, totalizando 4, 9, 5,4, 6
2 pupas, com 0,0457 g, 0,0808g, 0,0720 g, 0,0418 g, 0,0721 g e 0,0303 g nas repeticdes R1,
R2, R3, R4, R5 e R6, respectivamente.

As moscas emergidas dos grupos controle e placebo comegaram a morrer a partir do 11°
dia apos a incubacdo, ja que ndo havia fonte de alimento e nem agua dentro do frasco. Ja o
grupo G 0,45% de piriproxifen pode ter suas pupas pesadas, e verificou-se diferenca
significativa em relacdo ao peso comparado aos grupos controle e placebo, sugerindo que o
produto testado demonstrou acao efetiva nessa fase do ciclo da mosca.

Até 0 14° dia apds incubacdo, ndo foi observada nenhuma mosca emergida em nenhuma
repeticdo de nenhum dos grupos tratados com piriproxifen. As moscas presentes nas repeticdes
dos grupos controle e placebo, ja mortas, foram pesadas e identificadas como macho ou fémea
individualmente apds a lavagem. No grupo controle, a repeticdo R1 teve um total de cinco
moscas emergidas, sendo trés fémeas e dois machos. O peso das fémeas variou entre 0,0068 g,
0,0129 g e 0,0122 g. E o peso dos machos 0,0088 g e 0,0098 g. Na repeticdo R2 haviam duas
fémeas, com peso 0,0061 g e 0,0063 g. Na repeticdo R4, foram recuperadas seis moscas, sendo
trés fémeas e trés machos. As fémeas pesando 0,0093 g, 0,0083 g e 0,0096 g, e 0os machos
0,0099 g, 0,0087 g e 0,0095 g. J& na repeticdo R5, foram recuperadas seis moscas, duas fémeas
pesando 0,0062 g e 0,0054 g e quatro machos pesando 0,0076 g, 0,0047 g, 0,0075 g e 0,0104
g. No grupo placebo, a repeticdo R1 teve apenas uma mosca, fémea, com peso 0,0062 g. Na
repeticdo R2 foram recuperadas sete moscas, quatro fémeas pesando 0,0054 g, 0,0098 g, 0,0085
g e 0,0087 g, e trés machos pesando 0,0141 g, 0,0062 g e 0,0113 g. Na repeticdo R3 foram
recuperadas duas moscas, uma fémea pesando 0,0079 g e um macho pesando 0,0094 g. Ja na
repeticdo R4 foram recuperadas nove moscas, sendo cinco fémeas pesando 0,0102 g, 0,0060 g,
0,0073 g, 0,0070 g e 0,0085 g, e quatro machos pesando 0,0112 g, 0,0106 g, 0,0077 g e 0,0108
g.

Das 38 moscas emergidas no total dos grupos controle e placebo, 55,2% foram fémeas
e 44,8% machos. Esses valores mostram-se de acordo com o achado na literatura (ANZIANI et
al., 2000; THOMAS, 1993).

O piriproxifen mostrou-se eficaz inibindo a emergéncia de 100% da emergéncia de

adultos, corroborando com os resultados ja descritos na espécie Haematobia irritans
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(OLIVEIRA, 2017), e também em Musca domestica (GEDEN; DEVINE, 2012) quando criadas
em meio contendo piriproxifen.

Apesar da acdo larvicida para C. hominivorax ter sido insignificante nas concentragdes
utilizadas, o comportamento demonstrado pelas larvas se locomovendo pela parede do frasco,
pode indicar que supostamente in vivo as larvas tentariam fugir da ferida, sugerindo agéo
também na fase parasitaria da mosca.

O piriproxifen foi recentemente administrado por via oral em bovinos onde comprovou-se ser
excretado através das fezes. Porém, de acordo com as doses administradas em bovinos em
estudo realizado por Oliveira, 2017 para o controle de H. irritans essa molécula ndo atingiu
concentracdes plasmaticas detectaveis em animais tratados. Portanto, em se falando de C.
hominivorax a forma mais eficaz para atingi-la utilizando esse tipo de inseticida néo seria a
forma oral e sim a forma topica em uma formulacdo em sprays (BIALE; GEDEN; CHIEL,
2017), j& que sua absorcao sistémica em bovinos ainda ndo pode ser comprovada nas doses
anteriormente utilizadas. Dessa forma, por mais que a eficacia de piriproxifen in vitro no
controle de C. hominivorax tenha sido comprovada de forma excelente neste estudo, outros
estudos para comprovar os efeitos em diferentes doses de piriproxifen sdo necessarios assim
como estudos para escolha da melhor forma de aplicé-lo no hospedeiro parasitado por larvas de
C. hominivorax. Os resultados do estudo estdo resumidos na tabela 2.

Tabela 2: Média estatistica dos resultados obtidos no teste in vitro com diferentes
concentragdes de piriproxifen desafiando larvas de primeiro instar de Cochliomyia hominivorax
e observacdo da continuidade do seu ciclo.

Grupos
Controle Placebo G 0.05% G 0.15% G 0.45%
Porcentagem de
pupas 65,00 £ 22,17 78,33+ 24,092 68,33 £ 22,672 86,67+ 7,452 50 + 8,982
recuperadas
Eficécia larvicida 12.77 0 36.17
Peso gﬁp‘;‘;o' de 2507 +0,0844 0,2754+0,08642 0,1210+0,0887° 0,1567+0,08112 0,0571 0,0972"
Peso individual 150 + 0,0146 0,0323+0,01132 %:0178£00024  0,0182£0,0020 1 5159, ¢ o1
as pupas
Porcentagem de
adultos a partir 41,77 +30,24 32,69 + 34,972 ob 0° 0°
das pupas
Porcentagem de
adultos a partir 30,00 +24,49 31,67 + 35,322 0P 0® 0®
das larvas
Eficacia
adulticida 100 100 100

abc_ | etras minGsculas iguais entre médias da mesma coluna ndo diferem significativamente
entre si (p>0,05).
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5 CONCLUSOES

Foi possivel padrinizar uma metodologia in vitro para desafiar formas imaturas
da mosca C. hominivorax e reproduzir o seu desenvolvimento até sua forma
adulta;

Os frascos de polipropileno de 145 e 200 ml utilizados foram eficazes para a
criagéo in vitro e a tampa com furos foi eficiente para a vedacao e respiracdo das
amostras. Estatisticamente ndo houve diferenca significativa na recuperacao de
pupas e de adultos entre 0s grupos 5 a 8 no teste de padronizagéo.

Piriproxifen ndo demonstrou acéo larvicida nas concentragdes testadas.

Houve um desenvolvimento larval significativamente mais lento nas repetigdes
do grupo com concentracdo 0,45% de piriproxifen em comparacao aos grupos
controle e placebo

Piriproxifen demonstrou acdo pupicida, inibindo a emergéncia de adultos em
100% das repeticGes em todas as concentracgdes testadas mostrando-se eficaz no
controle das formas imaturas de C. hominivorax.;
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os riscos e prejuizos gerados pelo parasitismo das formas larvais da mosca C.
hominivorax colocam a comunidade cientifica e organizacbes mundiais em busca de novas
maneiras de prevenir, controlar, ou até mesmo erradicar esse parasito. Atualmente, o controle
mais eficaz vem sendo realizado com sprays contendo organofosforados que podem ser toxicos
para quem os aplica, para 0 meio ambiente e para 0s animais a serem tratados.

Dessa forma, em busca de novos métodos mais seguros, eficazes e praticos, Piriproxifen
desponta com tais caracteristicas que nos permitiria investir em um produto contendo esta
molécula, uma vez que neste primeiro estudo mostrou-se eficaz agindo como pupicida, ndo
permitindo a emergéncia de adultos. Apesar de ndo ter tido acdo larvicida nas concentragdes
utilizadas, o comportamento demonstrado pelas larvas rastejando pela parede do frasco, pode
indicar que supostamente in vivo as larvas tentariam fugir da ferida, agindo na fase parasitaria
da mosca.

Mais estudos devem ser conduzidos com outras concentragdes de piriproxifen
borrifados diretamente sobre as larvas de C. hominivorax, na tentativa de eliminar a larva logo
no seu primeiro estagio larval afim de minimizar os prejuizos causados pelo seu parasitismo.
Dessa forma, seria interessante também administrar piriproxifen em cada fase larval de forma
topica para observarmos a eficacia do tratamento fase a fase do parasito na tentativa de eliminar
a larva, de preferéncia de primeiro estagio e, dessa maneira, tornar o controle desse parasito
mais efetivo e seguro.
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ANEXOS

Anexo A: Recuperacdo de pupas e adultos em todas as repeticdes dos grupos do estudo de
padronizacdo do teste in vitro.

% de adultos % de Adultos
G Recuperacdo % de pupas Recuperacdo  recuperadosa  recuperados a
rupos L L
de pupas recuperadas  de adultos partir das partir das
pupas larvas
G1 Placa de Petri 0 0

(10g meio larval/
10L1C.
hominivorax)

G2 Placa de Petri
(10g meio larval/
20L1C.
hominivorax)

G3 Placa de Petri
(20g meio larval/
10L1C.
hominivorax)

G4 Placa de Petri
(20g meio larval/
20L1C.
hominivorax)

O O O O O O O O O O O OO0 O O O O oo oo o o o o

O O O O O O O O O O O 0O O O o o o oo o o o

O O O O O OO O O O O OO0 O O O o oo o o o o

0 OO N © 0 0N N O 0 b OO O O O O OO0 O O O O OO0 o o o o oo o o o o

Ol O W N N NN & O N D OO O O O O OO0 O O O O OO0 0O O O o o oo o o o o

G5 Frasco 145 mi 80 63 50

(10g meio larval/ 40 100 40
10L1C.

hominivorax) 80 88 70

60 83 50

70 57 40

70 100 70

G6 Frasco 145 mi 50 40 20

(20g meio larval/ 80 88 70
10L1C.

hominivorax) 90 8 70

70 43 30

60 83 50

80 63 50

17 85 9 53 45
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G7 Frasco200ml 9 45 6 67 30

(10g meio larval/ 10 50 10 100 50

20L1C.

hominivorax) 9 45 6 67 30
12 60 5 42 25
14 70 10 71 50

G8 Frasco200 ml 12 60 58 35

|(209 T;;(')OLl . 60 75 45

arva .

hominivorax) 15 £ 10 67 50
15 75 40 30
14 70 50 35
11 55 45 25
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Anexo B: Recuperacdo de pupas e adultos em cada repeticdo por grupo amostral do estudo

desafiando L1 de Cochliomyia hominivorax com diferentes concentracdes de piriproxifen.

Recuperacéo Final

Grupos Pupa %  Peso do pool das pupas Adulto %
Grupo Controle R1 7 70 0,3089 5 50
R2 4 40 0,0957 2 20

R3 3 30 0,2149 0 0

R4 9 90 0,3526 6 60

R5 8 80 0,2759 5 50

R6 8 80 0,3104 0 0

Grupo Placebo R1 9 90 0,1729 1 10
R2 10 100 0,4431 7 70

R3 8 80 0,3119 2 20

R4 10 100 0,455 9 90

R5 9 90 0,2517 0 0

R6 1 10 0,0176 0 0

Grupo 0,05% R1 8 80 0,1284 0 0
Piriproxifen R2 7 70 0,1088 0 0
R3 8 80 0,1362 0 0

R4 5 50 0,0912 0 0

R5 6 60 0,1021 0 0

R6 7 70 0,159 0 0

Grupo 0,15% R1 9 90 0,166 0 0
Piriproxifen R2 9 90 0,1638 0 0
R3 9 90 0,1484 0 0

R4 8 80 0,1728 0 0

R5 9 90 0,1375 0 0

R6 8 80 0,1518 0 0

Grupo 0,45% R1 4 40 0,0457 0 0
Piriproxifen R2 9 90 0,0808 0 0
R3 5 50 0,072 0 0

R4 4 40 0,0418 0 0

R5 6 60 0,0721 0 0

R6 2 20 0,0303 0 0
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Anexo C: Médias dos valores recuperados por grupo experimental do estudo desafiando larvas
de primeiro instar de Cochliomyia hominivorax com diferentes concentracdes de piriproxifen.

Porcentagem de

Meédia do peso

Porcentagem de

Clzes recuperagao de pupas de pupas recuperacao de adultos
Controle 65 0,041983 30

Placebo 78,33333 0,032233 31,66667

G 0,05% 68,33333 0,017733 0

G 0,15% 86,66667 0,018117 0

G 0,45% 50 0,012033 0
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